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Struktura i funkcija proteina mleka modifikovanih u Majarovoj reakciji 
Majarova reakcija (MR) je spontana reakcija izmeĊu karbonilne i amino grupe i 
od velikog je znaĉaja u hemiji hrane. Proteini modifikovani u MR imaju poboljšane 
tehno-funkcionalne osobine i nalaze primenu u prehrambenoj industriji. TakoĊe, 
strukture Majarovih proizvoda modifikovanih proteina imaju brojne efekte na 
alergenost proteina hrane. 
Predmet rada ove disertacije bilo je ispitivanje efekata MR indukovane 
ultrazvukom ili sušenjem raspršivanjem na fiziĉko-hemijske i tehno-funkcionalne 
osobine kravlje surutke i kamiljeg mleka, kao i efekata intenzivnog glikovanja u MR na 
imunološke osobine glavnog alergena kravljeg mleka, β-laktoglobulina (BLG). 
Kombinovana primena ultrazvuka i makromolekulskog nagomilavanja je 
znaĉajnije ubrzala MR i glikovanje proteina nego sam ultrazvuĉni tretman. 
Makromolekulsko nagomilavanje, preko ubrzavanja MR, povećava oksidativne 
promene na proteinima i formiranje struktura sliĉnih amiloidima. Visoko glikovani 
proteini surutke su pokazali poboljšanu rastvorljivost u širokom pH i temperaturnom 
opsegu, kao i povećanu antioksidativnu moć. 
U kamiljem mleku u prahu sušenom raspršivanjem više temperature (230 °C – 
250 °C) su rezultirale većim stepenom MR u odnosu na niže temperature sušenja (190 
°C – 210 °C). Poboljšanje tehno-funkcionalnih osobina proteina kamiljeg mleka u 
prahu, kao što su antioksidativna moć i rastvorljivost, je pozitivno koreliralo sa 
stepenom MR. 
Glikovanje BLG u MR, dovelo je do njegovog smanjenog transporta kroz model 
sistem intestinalne barijere, povećanog preuzimanja od strane dendritskih ćelija, 
smanjenog luĉenja citokina u mešovitoj kulturi dendritskih ćelija sa CD4
+
 T-ćelijama, i 
do smanjene aktivacije bazofila, ukazujući da modifikovanje BLG u MR znaĉajno 
menja njegovu sudbinu u procesima koji odreĊuju alergenost proteina mleka. 
 
Ključne reči: Proteini mleka, alergeni mleka, kravlje mleko, kamilje mleko, Majarova 
reakcija, ultrazvuĉni tretman, uslovi makromolekulskog nagomilavanja, tretman sušenja 
raspršivanjem 
 
Naučna oblast: Hemija 




Structure and function of milk proteins modified in Maillard reaction 
Maillard reaction (MR) is a spontaneous reaction between carbonil and amino 
group, and it is of high importance in food chemistry. Proteins modified in MR possess 
improved techno-functional properties and they have application in food industry. MR 
products of food proteins exert numerous effects on food proteins allergenicity. 
The subject of this doctoral dissertation was to examine the effects of MR 
induced by ultrasound or spray-drying on phisyco-chemical and techno-functional 
properties of cow whey proteins and camel milk proteins, as well as the effects of MR 
on immunologic properties of major cow milk allergen, β-lactoglobulin (BLG). 
Combined application of ultrasound and macromolecular crowding enhanced 
MR to a greater extent than ultrasound treatment alone. Macromolecular crowding 
indirectly, by enhancing MR, intensified oxidative modifications of whey proteins and 
formation of amyloid-like structures. Highly glycated proteins exhibited improved 
solubility in wide pH range, thermal stability and antioxidative power. 
Upon spray-drying treatment of camel milk, higher temperatures (230 °C – 250 
°C) induced higher degree of MR compared to lower drying temperatures (190 °C – 210 
°C). Improvement of techno-functional properties of camel milk proteins, such as 
antioxidative power and solubility, strongly correlated with the degree of MR. 
Intensive glycation of BLG in MR reduced its transport through the model 
system of intestinal barrier, increased uptake by dendritic cells and decreased cytokine 
production in dendritic cells/CD4
+
 T-cells coculture, as well as reduced basophil 
activation, indicating that modification of BLG in MR alters its fate in processes 
crucially involved in allergenicity of milk proteins. 
 
Key words: Milk proteins, milk allergens, cow milk, camel milk, Maillard reaction, 
sonification, macromolecular crowding, spray-drying 
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Majarova reakcija je neenzimska reakcija izmeĊu redukujućih šećera i jedinjenja 
sa slobodnom amino grupom, kao što su proteini, i realizuje se tokom termiĉke obrade i 
skladištenja hrane. Hemija ove reakcije je veoma kompleksna. Kao proizvodi se 
dobijaju modifikovani proteini (mogu biti glikovani, oksidovani, umreženi) i širok 
spektar malih molekula. Proizvodi Majarove reakcije odgovorni su za miris, ukus i boju 
termiĉki obraĊene hrane. 
Proteini kravlje surutke nalaze široku primenu kao sastojci u brojnim 
prehrambenim proizvodima, gde se dodaju radi poboljšanja nutritivne vrednosti i zbog 
svojih funkcionalnih osobina kao što su zgušnjavanje, geliranje, emulgovanje i penjenje. 
Funkcionalne osobine proteina surutke mogu biti dodatno poboljšane kovalentnim 
vezivanjem šećera u Majarovoj reakciji. Ovakve modifikacije proteina se smatraju 
prirodnim, jer za realizaciju reakcije nije potrebno uvoĊenje dodatnih hemijskih 
reagenasa. Da bi se ovakvi konjugati proizvodili kao funkcionalni sastojci hrane, 
potrebno je razvijanje i optimizacija tehnoloških procesa za njihovu pripremu. Primena 
ultrazvuka visokog intenziteta (sonifikacija) je nova, netermiĉka, metoda za obradu 
hrane koja pod blagim reakcionim uslovima ubrzava Majarovu reakciju. 
Makromolekulsko nagomilavanje podrazumeva prisustvo visokih koncentracija 
rastvorenih makromolekula. U saglasnosti sa teorijom ekskludovane zapremine, uslovi 
makromolekulskog nagomilavanja nespecifiĉno ubrzavaju hemijske reakcije. 
Kombinovana primena ultrazvuka i makromolekulskog nagomilavanja radi ubrzavanja 
Majarove reakcije i poboljšanja funkcionalnih osobina proteina surutke je ispitana u 
ovoj tezi. 
Ishrana ĉoveka u razvijenim delovima sveta podrazumeva konzumaciju velike 
koliĉine termiĉki visoko procesovane hrane u kojoj dolazi do nekontrolisane Majarove 
reakcije. Procenjuje se da je dnevni unos kasnih Majarovih proizvoda putem ishrane 
oko 25 – 75 mg. Strukture kasnih Majarovih proizvoda glikovanih proteina, a posebno 
alergena hrane, interaguju sa ćelijama imunskog sistema i utiĉu na imunogenost i 
alergenost proteina, koje mogu biti bilo povećane, bilo smanjene, u zavisnosti od 
alergena i tretmana kojim je izazvano glikovanje. Efekti Majarove reakcije na 
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alergenost proteina hrane nisu potpuno razjašnjeni do danas. Deo ove disertacije je 
posvećen interakcijama visoko glikovanog glavnog alergena kravljeg mleka, β-
laktoglobulina (BLG), sa ćelijama imunskog sistema. 
Alergije na kravlje mleko spadaju meĊu najĉešće alergije na hranu kod beba i 
dece i pogaĊaju 2-6% deĉije populacije. Kamilje mleko predstavlja jedinstvenu zamenu 
za kravlje mleko. Iako je kazeinska frakcija kravljeg i kamiljeg mleka sliĉna, frakcija 
surutke se znaĉajno razlikuje po tome što ne sadrži potentni alergen mleka, BLG. 
Odsustvo BLG-a karakteristiĉno je i za humano mleko. Jedan od naĉina pogodnih za 
procesovanje kamiljeg mleka, jeste primena konvencionalne metode, sušenja 
raspršivanjem (engl. spray-drying), kojom se može dobiti kamilje mleko u prahu, ali i 
formule za odojĉad na bazi kamiljeg mleka. U ovoj disertaciji su ispitani efekti sušenja 
raspršivanjem, naroĉito u zavisnosti od ulazne temperature, kao jednog od važnih 
parametara sušenja, na Majarovu reakciju, kvalitet proizvoda i fiziĉko-hemijske osobine 





2. Opšti deo 
2.1. Majarova reakcija 
Majarova reakcija je reakcija koja se spontano odvija u prirodi, a zapoĉinje 
kondenzacijom izmeĊu amino i karbonilne grupe nakon ĉega sledi kompleksna 
reakciona kaskada (Shema 1). Nazvana je po francuskom nauĉniku Lui Kamiju Majaru 
(Louis Camille Maillard) koji je opisao reakciju 1912. godine [1]. U biološkim 
sistemima, amino grupa najĉešće potiĉe iz proteina ili peptida (boĉni aminoiselinski 
ostaci lizina i arginina ili N-terminalna amino grupa). Karbonilna grupa najĉešće potiĉe 
od redukujućih šećera. Nakon inicijalne reakcije kondenzacije nastaju imini (stariji 
naziv: Šifove baze) koji se premeštanjem prevode u Amadorijeve (Amadori) (u sluĉaju 
aldoza) ili Hejnsove (Heyns) (u sluĉaju ketoza) proizvode [2]. Amadorijevi i Hejnsovi 
proizvodi podležu keto-enolnoj tautomeriji i reakcijama dehidratacije, deaminacije i 
fragmentacije, nakon ĉega se prevode u reaktivne α-dikarbonile, vrste koje lako stupaju 
u reakciju sa drugim nukleofilima kao što su amini, guanidini i tioli. Ovi intermedijeri 
mogu podleći Štrekerovoj (Strecker) degradaciji kondenzacijom sa slobodnim amino 
grupama, formirajući imine, koji se dalje fragmentišu u Štrekerove aldehide. Dalje 
nishodne reakcije ukljuĉuju formiranje kasnih proizvoda glikovanja (engl. Advanced 
Glycation Endproducts – AGE), kao što su N-ε-(karboksimetil)lizin (CML), N-ε-
(karboksietil)lizin (CEL), piralin, metilglioksal-lizin dimer (MOLD), glioksal-lizin 
dimer (GOLD) i pentozidin, koji su svi modifikacije lizina. MOLD, GOLD i pentozidin 
su umrežena jedinjenja preko dva lizilska ostatka (MOLD i GOLD), ili jednog lizil i 
jednog arginil ostatka (pentozidin). Arginin takoĊe može biti modifikovan do izomera 
hidroimidazolinona. Drugi reaktivni intermedijarni proizvodi Majarove reakcije 
ukljuĉuju furfural, 5-(hidroksimetil)furfural (HMF), reduktone i akril-amid. Na kraju se 
formiraju velika polimerna jedinjenja, melanoidini, koja apsorbuju u vidljivom (engl. 
Visible – VIS) delu elektromagnetnog spektra i uzrokuju tamnjenje [2, 3]. Majarova 
reakcija se dešava tokom procesovanja i skladištenja hrane i u naukama o hrani poznata 
je kao neenzimsko tamnjenje. TakoĊe, ova reakcija se dešava i in vivo, posebno u 
sluĉaju dijabetesa i tokom starenja organizma, i u medicini je poznata kao glikovanje 




Shema 1. Pojednostavljena shema Majarove reakcije. Redukujući šećer (glukoza) i amino grupa 
proteina formiraju Šifovu bazu koja se premeštanjem prevodi u Amadorijev proizvod. Amadorijev 
proizvod moţe podleći enolizaciji do 1,2-enaminola ili 2,3-enaminola koji formiraju deoksiozone (a-
dikarbonilna jedinjenja), koji brzo reaguju sa dodatnim nukleofilima i daju Štrekerove aldehide. 
Brojni intermedijeri Majarove reakcije mogu nagraditi AGE proizvode, kao što je naznačeno na 
shemi. Preuzeto i prilagođeno iz [4]. 
 
Majarova reakcija predstavlja glavni izvor jedinjenja koja formiraju ukus, miris i 
boju termiĉki obraĊene hrane. U kasnim fazama reakcije, kada intermedijerni proizvodi 
reaguju sa drugim reaktivnim jedinjenjima, kao što su amini, aldehidi ili sulfhidrili, 
nastaju važne klase jedinjenja koje daju karakteristiĉan ukus ili aromu (furani, pirazini, 
piroli, oksazoli, tiofeni, tiazoli i druga heterocikliĉna jedinjenja) [5]. Veoma širok 
spektar isparljivih jedinjenja koja nastaju u ovoj reakciji uslovljen je velikim brojem 
razliĉitih intermedijarnih proizvoda. 
2.1.1. Faktori koji utiču na Majarovu reakciju 
Brojni faktori utiĉu na Majarovu reakciju od kojih su najbitniji: tip šećera, tip 
aminokiselinskog ostatka, temperatura, pH vrednost, aktivitet vode, prisustvo puferskih 
supstanci, prisustvo kiseonika i prisustvo jona metala [6]. Kako su u Majarovoj reakciji 
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mogući brojni paralelni reakcioni putevi, svi oni mogu biti favorizovani u odnosu na 
ostale, pod odreĊenim reakcionim uslovima. 
Aldoze i ketoze reaguju razliĉito u Majarovoj reakciji. Aldoze, kao što su 
glukoza, manoza, galaktoza i riboza, daju Amadorijeve intermedijere, dok ketoze, kao 
što su fruktoza, ribuloza, tagatoza, daju Hejnsove intermedijere [7]. TakoĊe, kinetika 
reakcije je specifiĉna za svaki individualani šećer, pri ĉemu monosaharidi generalno 
reaguju brže od disaharida [8], a pentoze reaguju brže od heksoza [9]. 
Amini koji uĉestvuju u Majarovoj reakciji u biološkim sistemima su nukleotidi, 
aminofosfolipidi i proteini [10]. Boĉni ostaci lizina i arginina iz polipeptidnih nizova se 
najĉešće modifikuju. Histidin, prolin i triptofan takoĊe uĉestvuju u reakciji ali sporijom 
kinetikom. 
U zavisnosti od tipa jedinjenja iz kojeg potiĉe amino grupa mogu nastati razliĉiti 
proizvodi. Razliĉite amino kiseline zagrevane sa glukozom daju proizvode koji 
doprinose ĉitavom spektru razliĉitih ukusa. Tako na primer, proizvodi alanina će dati 
voćno-slatki, glicina karamel-slatki, a histidina kiseli ukus [11]. U reakcijama proteina 
sa šećerima, jedinjenja koja daju ukus uglavnom nastaju degradacijom Amadorijevih 
proizvoda [8]. 
pH vrednost rastvora je veoma važan faktor na poĉetku reakcije. Sa povećanjem 
pH vrednosti, pomera se ravnoteža saharida od cikliĉne, zatvorene, prema otvorenoj 
formi koja stupa u reakciju kondenzacije. TakoĊe, sa povećanjem pH vrednosti se 
povećava i reaktivnost amino grupe, koja u deprotonovanoj formi lakše podleže 
kondenzaciji [7]. Nakon formiranja Amadorijevih proizvoda, pH vrednost ima važan 
uticaj na reakcioni tok; u kiselim uslovima favorizovan je put prema 1,2-enolizaciji, a u 
baznim uslovima prema 2,3-enolizaciji (Shema 2). Razliĉiti putevi vode do formiranja 
razliĉitih proizvoda. Tako 2,3-enolizacijom nastaje furanon, a 1,2-enolizacijom nastaju 
furfural i HMF [6]. 
Tokom same Majarove reakcije nastaju organske kiseline, koje snižavaju pH 
vrednost. Ova promena u pH vrednosti može biti puferisana slobodnim amino grupama 
proteina prisutnih u hrani. U odsustvu puferskih supstanci, u sluĉaju kasnih faza 
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reakcije, kada su amino grupe već glikovane, pad pH vrednosti može biti znaĉajan i tada 
se povećava brzina alternativnih reakcija ĉiji je mehanizam katalizovan kiselinama. 
 
Shema 2. Mogući putevi enolizacije u zavisnost od pH vrednosti. Legenda: Gal – galaktoza, R – 
proteinski polipeptidni niz. Preuzeto i prilagođeno iz [6]. 
 
Temperatura je kljuĉan faktor koji ubrzava reakciju nakon inicijalne 
kondenzacije, posebno iznad 100 °C i znaĉajno utiĉe na stepen realizacije Majarove 
reakcije. Relativne brzine razliĉitih reakcionih puteva takoĊe zavise od temperature [7]. 
Poznato je da termiĉki obraĊena hrana, tretirana na višim temperaturama, sadrži više 
isparljivih jedinjenja koja odreĊuju njen miris [12, 13]. 
Aktivitet vode (aw) u reakcionom sistemu je parametar koji opisuje koliko vode 
je dostupno za uĉestvovanje u reakcijama. Definiše se jednaĉinom: 
aw = P/P0 
gde je P parcijalni pritisak vode u sistemu, a P0 parcijalni pritisak ĉiste vode [14]. 
Optimalni aw za Majarovu reakciju je izmeĊu 0.5 i 0.8. Aktivitet vode se u 
prehrambenim proizvodima kreće u veoma širokom opsegu. Primera radi, u mleku je 
ova vrednost visoka (aw > 0.95), a u mleku u prahu niska (aw < 0.2). Tokom Majarove 
reakcije dolazi do brojnih reakcija dehidratacije koje stvaraju dodatne molekule vode i u 
razblaženom rastvoru sa visokim aktivitetom vode i niskim koncentracijama reaktanata, 
Majarova reakcija će biti usporena. U sistemu sa niskim aktivitetom vode, koncentracije 
reaktanata su visoke, ali su koeficijenti difuzije smanjeni, što takoĊe dovodi do 
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usporavanja Majarove reakcije [15]. Kod mleka u prahu je niska vrednost aw važna za 
oĉuvanje ukusa i kvaliteta tokom produženog skladištenja [16]. 
Joni metala takoĊe mogu uticati na tok Majarove reakcije formiranjem 
kompleksa sa aminokiselinama. Reakcija može biti katalizovana jonima bakra i gvožĊa, 
ili inhibirana jonima mangana i cinka. Joni kalcijuma takoĊe mogu usporiti reakciju 
formiranjem kompleksa sa odreĊenim šećerima, što je od znaĉaja za realizaciju 
Majarove reakcije u mleĉnim proizvodima koji su bogati jonima kalcijuma [17]. 
2.2. Primena Majarove reakcije za poboljšanje tehnološko-
funkcionalnih osobina proteina hrane 
Funkcionalne osobine nativnih proteina se mogu znaĉajno poboljšati 
konjugovanjem sa šećerima u Majarovoj reakciji. Kako je Majarova reakcija spontana, 
ona, za razliku od drugih strategija za unapreĊenje funkcionalnih osobina proteina, ne 
zahteva dodavanje eksternih hemijskih jedinjenja, što je od naroĉitog znaĉaja u 
prehrambenoj industriji. Brojne studije su pokazale da proteini modifikovani u 
Majarovoj reakciji poseduju poboljšane sposobnosti za emulgovanje i penjenje, 
povećanu rastvorljivost i temperaturnu stabilnost, kao i povećanu antioksidativnu moć 
[18-20]. 
Proizvodi Majarove reakcije izmeĊu proteina i saharida poseduju funkcionalne 
osobine i proteina i saharida. Tako glikokonjugati imaju emulziona svojstva proteina i 
stabilizujući efekat saharida. Hidrofobni ostaci denaturisanih proteina se mogu ukotviti 
u lipidnu fazu dok se hidrofilni saharidni ostaci orijentišu prema okolnoj vodi. Na ovaj 
naĉin se smanjuje interakcija meĊu kapima emulzije i spreĉava se sjedinjavanje kapi. 
Tako Majarovi proizvodi proteina, u poreĊenju sa nativnim proteinima, poseduju 
izuzetne emulzione sposobnosti. Oni daju emulzije povećane stabilnosti, ĉak i pri 
povišenim temperaturama, i karakterišu se kapima manjeg dijametra u poreĊenju sa 
emulzijama sa nativnim proteinima [20-22]. 
Kada se globularni proteini (npr. lizozim, goveĊi serum albumin (engl. Bovine 
Serum Albumin – BSA), proteini soje ili BLG) zagrevaju u prisustvu šećera malih 
molekulskih masa, dolazi do formiranja gelova koji su otporniji na pucanje u poreĊenju 
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sa gelovima dobijenim u odsustvu šećera. TakoĊe, što je šećer reaktivniji u Majarovoj 
reakciji (i što je stepen realizacije Majarove reakcije viši), dobijeni gel je snažniji i 
tamnije boje [18, 23]. Povećana otpornost i ĉvrstina gela se objašnjavaju formiranjem 
kovalentnih veza i umrežavanjem proteina tokom Majarove reakcije [18]. 
Pokazana je antioksidativna aktivnost mnogih jedinjnja koja se formiraju tokom 
Majarove reakcije, od Amadorijevih proizvoda do melanoidina [24]. Mehanizmi 
antioksidativne aktivnosti Majarovih proizvoda obuhvataju sposobnost heliranja jona 
metala, prekidanje lanĉanih slobodno-radikalskih reakcija, razgradnju vodonik 
peroksida, uklanjanje reaktivnih kiseoniĉnih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species – 
ROS) [25]. Antioksidativna aktivnost je najviše prouĉavana u model sistemima 
aminokiselina - šećer ili protein - šećer, pri ĉemu je zapažena jaĉa antioksidativna moć 
Majarovih proizvoda nastalih u model sistemu aminokiselina - šećer nego u sistemu 
protein - šećer [26, 27]. TakoĊe, Majarovi proizvodi sa antioksidativnom aktivnošću su 
izolovani i iz termiĉki tretirane hrane, kao što su razliĉita peciva, hleb ili testenine [28-
30]. 
2.3. Alergije na hranu 
Alergije na hranu predstavljaju znaĉajan zdravstveni problem u razvijenim 
zemljama sveta gde pogaĊaju 5–8% deĉije populacije i 2–4% odrasle populacije, uz 
konstantan porast u poslednjim decenijama [31-33]. U ovim zemljama dolazi i do 
znaĉajnih promena u obrascima senzitizacije, sve većeg broja alergene hrane i sve 
ozbiljnijih alergijskih reakcija [34]. Interesantno je da je nedavno naĊen znaĉajan porast 
uĉestalosti alergija na hranu u regionima sa brzim ekonomskim rastom i urbanizacijom, 
kao što je Kina [35]. 
Mehanizam alergija na hranu posredovanih imunoglobulinom (Ig) E (tip I 
alergija) se sastoji iz dve faze: faze senzitizacije i faze reakcije preosetljivosti. Do faze 
senzitizacije dolazi kada se imunski sistem izloži alergenu hrane, inaĉe bezopasnom 
antigenu i umesto indukcije oralne tolerancije, aktiviraju se naivne B-ćelije koje postanu 
plazma ćelije koje sekretuju IgE. Alergen-specifiĉna IgE antitela se zatim vežu za 
FcεRI, receptor visokog afiniteta za IgE, na površini tkivnih mastocita ili bazofila iz 
cirkulacije. Prilikom sledećeg izlaganja alergenu dolazi do umrežavanja IgE antitela 
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vezanih za FcεRI, što vodi do degranulacije bazofila ili mastocita i oslobaĊanja 
medijatora alergijske reakcije [36, 37]. Simptomi koji se javljaju mogu biti umereni ili 
ozbiljni, a zahvataju kožu, gastrointestinalni trakt, kardiovaskularni i/ili respiratorni 
sistem. Najozbiljniji simptom je anafilaktiĉka reakcija, koja zahvata celo telo, otežava 
disanje, uzrokuje dramatiĉan pad krvnog pritiska i može imati fatalni ishod [38]. 
2.3.1. Alergeni hrane 
Uprkos velikom broju identifikovanih alergena i poznavanju njihove strukture i 
aminokiselinske sekvence, naĊen je samo mali broj biohemijskih karakteristika koje 
mogu biti pripisane alergenima hrane, a to su otpornost na ekstremne uslove tokom 
obrade hrane, otpornost na enzime humanog gastrointestinalnog trakta i mogućnost 
interagovanja sa ćelijama imunskog sistema [39, 40]. 
Alergeni hrane potiĉu iz približno 90 razliĉitih izvora, od kojih je oko 70% 
biljnog, a oko 30% životinjskog porekla. Najveći broj biljnih i životinjskih alergena 
hrane može se svrstati u samo nekoliko proteinskih familija i to su familije prolamina, 
tropomiozina, kupina, profilina, kazeina, oleozina i lipokalina [41]. MeĊutim, 
pripadanje proteina jednoj od ovih proteinskih familija ne može biti dovoljno da se 
protein svrsta u alergene. Razliĉiti faktori mogu olakšati prikazivanje proteina hrane 
imunskom sistemu, primarno preko gastrointestinalnog trakta, kao što su: povećana 
stabilnost vezivanjem razliĉitih liganada, veliki broj disulfidnih veza, oligomerizacija ili 
agregacija, glikozilacija, glikovanje i potencijalne interakcije sa ćelijskim membranama 
ili lipidnim strukturama. Neke biohemijske karakteristike, kao što su prisustvo brojnih 
linearnih IgE epitopa i otpornost proteina na digestiju i obradu, se veoma ĉesto javljaju 
kao zajedniĉke osobine alergena hrane, ĉešće nego neke strukturne sliĉnosti [42]. 
Iako je humana ishrana veoma raznovrsna, samo osam vrsta namernica 
predstavlja izvor gotovo polovine identifikovanih alergena i to su: mleko, jaja, kikiriki, 
orašasto voće, školjke, riba, pšenica i soja – takozvanih velikih 8 (engl. Big 8) [43]. 
2.3.2. Alergeni kravljeg mleka 
Alergija na kravlje mleko je jedna od najĉešćih alergija na hranu. Tipiĉno se 
razvija u ranom detinjstvu i ĉesto se prevazilazi nakon treće godine starosti [44]. Može 
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se javiti i u odraslom dobu, ali su tada simptomi ozbiljniji i najĉešće je trajnog karaktera 
[45, 46]. Kao jedini efikasan tretman preporuĉuje se potpuna eliminacija proteina mleka 
iz ishrane. Alergeni mleka su prisutni u velikom broju proizvoda kao što su sir, jogurt, 
peciva, konditorski proizvodi, ali i u brojnim drugim proizvodima jer se proteini mleka 
koriste kao aditivi hrani, što ĉini njihovo izbegavanje zahtevnim u svakodnevnom 
životu [47]. 
Kravlje mleko sadrži oko 3 g proteina u 100 ml. Proteinsku frakciju mleka ĉini 
najmanje 25 razliĉitih proteina, od kojih svi mogu biti alergeni [48]. Proteini kravljeg 
mleka dele se u dve frakcije koje se mogu razdvojiti na osnovu njihove rastvorljivosti na 
pH=4.6 na 20 °C [49]. U frakciji koja pod navedenim uslovima precipitira, tzv. 
kazeinska frakcija, nalaze se: αs1-kazein, αs2-kazein, β-kazein, i κ-kazein. Frakcija koja 
ostaje rastvorna, poznata kao proteini surutke, sadrži BLG, α-laktalbumin (ALA), 
laktoferin (LF), BSA, i Ig. Kazeini ĉine oko 80%, a proteini surutke oko 20% proteina 
mleka. Kazeini, BLG i ALA predstavljaju glavne alergene mleka, dok su LF, BSA i Ig 
prisutni u nižim koncentracijama u mleku, ali takoĊe imaju važnu ulogu u indukovanju 
alergijske reakcije [50]. Pregled alergena kravljeg mleka je dat u tabeli 1. 
Kazeini imaju fleksibilnu i nekompaktnu tercijarnu strukturu, sa visokom 
površinskom hidrofobnošću i veoma su podložni degradaciji proteolitiĉkim enzimima. 
Kao takvi predstavljaju slabe imunogene. Gastrointenstinalnu barijeru ne prelaze 
transcitozom kroz enterocite, već bivaju preuzeti kroz Pejerove ploĉe i zbog toga ne 
izazivaju anafilaktiĉku reakciju prilikom oralne administracije [51]. Ipak, kazeini ĉine 
znaĉajnu frakciju (80%) proteina kravljeg mleka i veliki procenat pacijenata ima IgE 
antitela na kazeine. Približno 55% pacijenata prepoznaje αs1-kazein, 90% αs2-kazein, 
15% β-kazein i 50% κ-kazein [52]. 
Glavni alergeni surutke su globularni BLG (Bos d 5) i ALA (Bos d 4), koji ĉine 
50% i 25% proteina surutke, redom, dok su manje zastupljeni, ali takoĊe važni alergeni, 
BSA (Bos d 6) i Ig (Bos d 7) [53]. Za razliku od kazeina, proteini surutke imaju ureĊene 
sekundarne, tercijarne, i, u sluĉaju BLG-a, kvaternarne strukture i sadrže 
intramolekulske disulfidne mostove koji stabilizuju njihove strukture [49]. Njihova 
trodimenzionalna struktura ima važnu ulogu u održavanju konformacionih epitopa ĉime 
doprinosi alergenom potencijalu ovih proteina [53]. 
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Tabela 1. Pregled alergena kravljeg mleka. Legenda: ak – aminokiselinski ostatak. Preuzeto i 






Alergen Mm (kDa) 
Kazeini Kazeini Kazeini svi Bos d 8 20 – 30 
  αs1-kazein Bos d 9 23.6 (199 ak) 
  αs2-kazein Bos d 10 25.2 (207 ak) 
  β-kazein Bos d 11 24 (209 ak) 
  κ-kazein Bos d 12 19 (169 ak) 
Proteini 
surutke 
Lizozim α-laktalbumin Bos d 4 14.2 (123 ak) 
 Lipokalin β-laktoglobulin Bos d 5 18.3 (162 ak) 
 Serum albumin 
GoveĊi serum 
albumin 
Bos d 6 66.3 (582 ak) 
 Imunoglobulin Imunoglobulini Bos d 7 160 
 
ALA je monomerni globularni Ca-vezujući metaloprotein koji pripada familiji 
glikozil-hidrolaza. Ima 4 disulfidna mosta, stabilan je na tretman visokim 
temperaturama i poseduje sposobnost ponovnog uvijanja [54]. Uĉestalost ALA-
specifiĉnog IgE u populaciji pacijenata alergiĉnih na kravlje mleko je izmeĊu 27.6% - 
62.8% [55]. 
BLG je retinol-vezujući protein koji pripada lipokalinskoj superfamiliji. Vezuje 





 jone, hidrofobne ligande poput retinola i poseduje antioksidativnu 
aktivnost. Nalazi se u formi dimera od 36 kDa sa dve glavne izoforme, A i B, koje se 
razlikuju u dve taĉkaste mutacije. Pored dva disulfidna mosta ima i jednu slobodnu 
sulfhidrilnu grupu koja je odgovorna za sulfhidril-disulfid interakcije sa κ-kazeinom 
tokom termiĉkog tretmana preko 75 °C. BLG je relativno otporan na kiselu hidrolizu i 
dejstvo proteaza. Ove karakteristike mu omogućavaju delimiĉno oĉuvanu strukturu 
nakon digestije, apsorpciju kroz intenstinalnu mukozu i prezentovanje ćelijama 
imunskog sistema, što ovom proteinu daje visok alergeni potencijal [50, 56-58]. 
Poseduje veliki broj konformacionih i linearnih epitopa i ĉak do 76% alergiĉnih 
pacijenata prepoznaje BLG [59]. 
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2.3.3. Zamene za kravlje mleko u humanoj ishrani 
U humanoj ishrani se pored kravljeg mleka koriste i mleka mnogih drugih 
domaćih životinja (ovĉije, kozje, kamilje, kobilje i magareće). Kod pacijenata alergiĉnih 
na kravlje mleko, usled konzumiranja mleka drugih vrsta, može doći do ukrštene 
reaktivonsti usled visoke homologije meĊu njihovim proteinima. Neke studije su 
pokazale da je kozje mleko slabije alergeno od kravljeg. Iako sadrži iste proteine kao i 
kravlje, genetski polimorfizmi u nekoliko proteina odgovorni su za slabiji alergeni 
potencijal [60]. MeĊutim, kozje mleko nosi visoki rizik od ukrštene reaktivnosti izmeĊu 
kazeinskih frakcija. S toga su internacionalne preporuke da se ne koristi kozje mleko u 
sluĉaju alergijskih reakcija na kravlje [61]. Sliĉne preporuke postoje i za ovĉije mleko 
usled rizika od ukrštene reaktivnosti [62]. TakoĊe, mnogi od ovih alternativnih izvora 
mleka ne zadovoljavaju nutritivne potrebe dece mlaĊe od tri godine. 
2.3.4. Kamilje mleko 
Kamilje mleko ima važnu nutritivnu ulogu u sušnim i polusušnim oblastima. 
Sliĉnog je sastava kao kravlje mleko, sa sliĉnom koliĉinom laktoze, nešto višim 
sadržajem lipida (1-2 g α-linoleinske i linoleinske kiseline u 100 g totalnih lipida) i 
nižim sadržajem zasićenih masnih kiselina. Najznaĉajnija karakteristika kamiljeg mleka 
tiĉe se njegovog proteinskog sastava koji je najsliĉniji humanom mleku. Naime, za 
razliku od kravljeg mleka, a sliĉno humanom mleku, u kamiljem mleku se ne zapaža 
prisustvo BLG-a, glavni protein surutke je ALA, najzastupljeniji kazein je β-kazein, a 
nivo α-kazeina je nizak. Ove karakteristike omogućavaju lakše varenje kamiljeg mleka i 
nižu incidencu alergija u poreĊenju sa kravljim mlekom. TakoĊe, kamilje mleko je 
bogato u sadržaju bioaktivnih i antimikrobnih supstanci (lizozim, LF, Ig) i vitamina C 
(ĉak do 18.4 mg/100 g) [63, 64]. 
Danas, kamilje mleko predstavlja najbolju aleternativu kravljem mleku jer 
pokazuje najniži stepen sliĉnosti sa proteinima kravljeg mleka koji iznosi oko 60%. 
Brojne studije su pokazale hipoalergeni potencijal kamiljeg mleka [65, 66]. 
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2.4. Efekti Majarove reakcije na imunološke osobine alergena hrane 
Majarova reakcija, pored poboljšanja tehnološko-funkcionalnih osobina, 
ostvaruje efekte na biološke i imunološke osobine proteina hrane. Pokazano je da 
glikovanje alergena hrane dovodi do promena u prepoznavanju alergena od strane IgE 
antitela. Maskiranje linearnih i konformacionih epitopa dovodi do smanjenja alergenosti 
[67, 68], dok formiranje novih antigena ili otkrivanje epitopa, povećava preoznavanje 
IgE antitelima [69-71] (Shema 3).  
Novija istraživanja pokazuju da su efekti glikovanja na imunogenost i alergenost 
proteina hrane znaĉajniji od jednostavnog IgE prepoznavanja. Antigen-prezentujuće 
ćelije imunskog sistema, dendritske ćelije i makrofagi, preko receptora za 
prepoznavanje obrazaca (engl. Pattern Recognition Receptors – PRR), koje eksprimiraju 
na svojoj površini, prepoznaju proizvode Majarove reakcije, posebno AGE strukture. 
PRR imaju ulogu senzora koji detektuju molekule tipiĉne za patogene, ali mogu 
prepoznati i komponente hrane. PRR koji prepoznaju AGE strukture su receptori ĉistaĉi 
(Scavenger Receptors – SR) klase A, B, E i H, galektin-3, Tol proteinu sliĉni receptori 
(engl. Toll-like Receptors - TLRs) i receptori za kasne proizvode glikovanja (engl. 
Receptors for Advanced Glycation Endproducts – RAGE) [72-74]. SR posreduju u 
endocitozi i efikasno transportuju ligande do ćelijskih odeljaka gde se oni obraĊuju i 
vezuju za molekule glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (engl. Major 
Histocompatibility Complex – MHC) klase II, nakon ĉega se antigeni peptidi prikazuju 
CD4
+
 T-ćelijama. Glikovanje ovalbumina, glavnog alergena jaja, u Majarovoj reakciji 
poboljšava preuzimanje alergena od strane dendritskih ćelija vezivanjem za SR klase A, 
što dalje vodi do povećane aktivacije ovalbumin-specifiĉnih CD4
+
 T-ćelija i povećane 
produkcije ovalbumin-specifiĉnih IgE antitela [75, 76]. Glikovani alergeni hrane mogu 
biti obraĊeni od strane ćelija imunskog sistema tako da povećavaju T-ćelijsku 
imunogenost i smanjuju dozu alergena koja izaziva senzitizaciju u poreĊenju sa 





Shema 3. Promene alergenosti proteina hrane modifikovanih u Majarovoj reakciji. Tokom obrade 
hrane redukujući šećeri reaguju sa primarnim amino grupama proteina i/ili alergena i grade 
proizvode Majarove reakcije. Na ovaj način se mogu maskirati postojeći IgE epitopi i sprečiti 
vezivanje alergena za IgE antitela i njihovo umreţavanje, čime se smanjuje alergenost 
modifikovanih alergena. Alternativno, proizvodi Majarove reakcije mogu uzrokovati formiranje 
novih epitopa, što povećava preuzimanje alergena od strane antigen-prezentujućih ćelija i povećano 
prezentovanje T-ćelijama. Na taj način se povećava mogućnost umreţavanja IgE antitela na 
površini bazofila i povećava alergenost. Na kraju, proizvodi Majarove reakcije mogu formirati 
aglomerate molekula alergena, podstičući umreţavanje IgE antitela, a time i alergenost. Relativan 
odnos među nabrojanim mogućnostima određuje krajnji efekat na alergenost. Preuzeto i 
modifikovano iz [77]. 
 
Važno pitanje u alergologiji jeste i da li AGE strukture imaju kapacitet da 
izazovu T-ćelijsku diferencijaciju u Th2 fenotip koji bi dalje vodio razvoju alergijske 
preosetljivosti tipa I. U mešanoj kulturi sa zrelim humanim dendritskim ćelijama 
pokazano je da AGE strukture β2-glikoproteina I pokreću sazrevanje humanih 
dendritskih ćelija i polarizuju alogene naivne CD4
+
 T-ćelije u Th2 ćelije [78]. RAGE 
receptori su intenzivno izuĉavani u kontekstu interakcija sa endogenim AGE 
strukturama (in vivo proizvodima Majarove reakcije) i poznati su kao inflamatorni 
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receptori ukljuĉeni u zapoĉinjanje inflamatornih signalnih puteva preko nuklearnog 
faktora κB. Na mišjem modelu alergijske astme je pokazano da je ekspresija RAGE 
receptora na T-ćeijama kljuĉna za razvoj Th1 odgovora i da deficijencija u RAGE 
receptoru vodi nastanku Th2 odgovora [79]. Ipak, do danas je malo poznato o 
interakcijama AGE struktura poreklom iz hrane sa RAGE receptorima i efektima na 
aktivaciju i funkciju antigen-prezentujućih ćelija i alergen-specifiĉnih T-ćelija [80]. 
2.5. Industrijska prerada mleka 
Mleko i proteini mleka stižu do krajnjih potrošaĉa u velikom broju razliĉitih 
finalnih proizvoda pri ĉemu prolaze kroz razliĉite vrste prerade. Mleko i mleĉni 
proizvodi se najĉešće preraĊuju pasterizacijom, sterilizacijom ili tretmanom ultra-
visokim temperaturama kako bi se eliminisali patogeni iz teĉnog mleka, fermentacija se 
koristi za proizvodnju jogurta, a evaporacija ili sušenje raspršivanjem za dobijanje 
kondenzata ili mleka u prahu [81]. Svaka prerada koja podrazumeva primenu visokih 
temperatura može dovesti do razliĉitih promena u strukturi proteina kao što su 
parcijalno razvijanje, denaturacija, agregacija, ali i do hemijskih modifikacija kao što je 
glikovanje u Majarovoj reakciji. Kazeini su generalno temperaturno stabilni, ali dužina 
tretmana kao i prisustvo druge hrane tokom procesovanja mogu uticati na njihove 
fiziĉko-hemijske osobine [47]. Sa druge strane, proteini surutke su termolabilni. Visoke 
temperature uzrokuju sulfhidril-disulfid izmene glavnog proteina kravlje surutke, BLG-
a, što dovodi do znaĉajnih strukturnih promena i promena u njegovom alergenom 
potencijalu [47]. 
2.5.2. Sušenje raspršivanjem 
Dehidratacija mleka i mleĉnih proizvoda se uobiĉajeno koristi kako bi se 
stabilizovali sastojci mleka tokom skladištenja i olakšalo transportovanje. Kravlje mleko 
u prahu nalazi široku primenu u prehrambenoj industriji kao sastojak brojnih mleĉnih i 
drugih proizvoda koji poboljšava boju, ukus, teksturu i nutritivnu vrednost, ali i 
emulgujuća svojstva, geliranje i penjenje prehrambenih proizvoda. Najĉešće primenjena 
tehnika za proizvodnju mleka u prahu je sušenje raspršivanjem. Ono podrazumeva da se 
prethodno upareno mleko rasprši u fine kapi koje ulaze u komoru sa strujom vrelog 
vazduha gde dolazi do brzog isparavanja vode [82]. Parametri sušenja raspršivanjem 
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koji su od znaĉaja za fiziĉko-hemijske karakteristike mleka u prahu su: stepen 
uparenosti pred sušenje, ulazna i izlazna temperatura u komori i pritisak vazduha u 
mlaznicama. Primećeno je da se na višim ulaznim temperaturama formiraju ĉestice 
većeg dijametra sa manje slobodnih masti na površini ĉestica, smanjujući lipidnu 
peroksidaciju u mleku u prahu tokom skladištenja i ima pozitivne efekte na kvalitet 
ukusa [83-85]. Visoka ulazna temperatura (178 °C) je takoĊe pokazana da poboljšava 
rastvorljivost koncentrata proteina mleka dobijenog sušenjem raspršivanjem [86]. 
Tokom sušenja, temperatura ĉestica mleka dostiže vrednosti koje su znaĉajno 
niže od ulaznih temperatura jer se toplotna energija troši na isparavanje vode [87]. Ipak, 
proces sušenja raspršivanjem formira uslove pod kojima Majarova reakcija može biti 
ubrzana: nizak aktivitet vode usled uparavanja, visoke temperature i visoka 
koncentracija laktoze i proteina bogatih lizinskim ostacima. Laktozilacija proteina 
kravljeg mleka tokom sušenja je poznata u literaturi [88]. Visok stepen laktozilacije je 
naĊen na proteinima obranog mleka u prahu koji su sušeni izmeĊu 185 °C i 90 °C 
(ulazna i izlazna temperatura) [89]. Izlazna temperatura sušenja ima znaĉajan efekat na 
stepen tamnjenja sira u prahu usled Majarove reakcije [90]. Pri ispitivanju efekata 
sušenja raspršivanjem na fiziĉke osobine kamiljeg mleka u prahu naĊeno je da je ono 
svetlije boje i nižeg aktiviteta vode u odnosu na kravlje mleko u prahu [91]. 
2.5.3. Ultrazvučni tretman visokog intenziteta (Sonifikacija) 
Ultrazvuk niske frekvencije (20 – 100 kHz) i visokog intenziteta je nova 
tehnologija velikog potencijala za primenu u procesovanju hrane [92, 93]. Danas se 
ultrazvuĉni tretman razvija ili kao zamena za tradicionalne metode ili kao udruženi 
(pred)tretman uz tradicionalne metode [94]. 
Ultrazvuk obuhvata zvuĉne talase ĉija je frekvenca iznad opsega radio talasa 
(˃20 kHz). Prilikom prolaska ultrazvuka kroz teĉnu sredinu dolazi do interakcija 
izmeĊu ultrazvuĉnih talasa, teĉnosti i rastvorenih gasova koje vode fenomenu poznatom 
kao akustiĉna kavitacija. Pod uticajem akustiĉnog polja osciluju nukleusi rastvorenih 
gasova zbog fluktuirajućeg pritiska oko njih. Tokom oscilacija, rastvoreni gasovi i pare 
rastvaraĉa difunduju u i van oscilujućeg mehura. Koliĉina gasa ili pare koja difunduje u 
mehur tokom ekspanzione faze je veća od koliĉine koja difunduje iz njega tokom 
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kompresione faze oscilacije mehura. To dovodi do rasta mehura do veliĉine 
rezonancionog opsega. Kada mehur dostigne veliĉinu rezonancionog opsega dolazi do 
njegovog naglog kolapsa, što generiše lokalna mesta veoma visoke temperature sa 
pritiskom od nekoliko hiljada bara [95]. Eksperimentalno odreĊene temperature kreću 
se u opsegu 2 000 – 10 000 K, dok su teorijska predviĊanja do 100 000 K [92]. 
Ultrazvuk u teĉnoj sredini generiše brojne fiziĉke sile. U odsustvu akustiĉne kavitacije 
javljaju se vibracije, zagrevanje i dinamiĉno mešanje, dok akustiĉna kavitacija dodatno 
generiše mikromlaznice, sile smicanja, turbulenciju, ali vodi i formiranju visoko 
reaktivnih radikala [92]. 
Fiziĉke sile koje generiše akustiĉna kavitacija, kao što su mehaniĉko mešanje, 
sile smicanja i mikromlaznice, našle su primenu u prehrambenoj industriji za pravljenje 
stabilnih emulzija i za efikasno ekstrahovanje [96]. Slobodno-radikalske reakcije 
indukovane akustiĉnom kavitacijom su našle primenu u sintezi nanomaterijala i u 
degradaciji organskih polutanata iz vodenih rastvora [97, 98]. Kombinovani fiziĉki i 
hemijski efekti sonifikacije našli su specifiĉnu primenu za polimerizaciju emulzije [99], 
gde fiziĉke sile generišu kapi monomera u vodenoj fazi, a zatim slobodni radikali 
indukuju polimerizaciju monomera. Primena sonifikacije za procesovanje mleka i 
mleĉnih proizvoda je veoma široka i koristi se za filtraciju, degaziranje, smanjenje 
viskoznosti, ekstrakciju proteina, inaktivaciju enzima i mikroorganizama i 
homogenizaciju [100-104]. TakoĊe je pokazano da poboljšava fiziĉke i funkcionalne 
osobine proteina surutke [105]. Sonifikacija visokog intenziteta može modifikovati 
sekundarne strukture proteina i dovesti do povećanja površinske hidrofobnosti, što 
povećava sklonosti proteina surutke ka agregiranju [93]. 
Nekoliko studija je takoĊe pokazalo da sonifikacija može pospešiti Majarovu 
reakciju ubrzavanjem ranih [106], kao i intermedijernih i kasnih faza reakcije [9, 107]. 
Efekti sonifikacije na Majarovu reakciju su uglavnom izuĉavani na jednostavnim model 
sistemima aminokiselina i šećera ili proteina i šećera [9, 108, 109]. Glikovanje BLG-a u 
Majarovoj reakciji ubrzano sonifikacijom dovelo je do formiranja glikokonjugata sa 
povećanim antioksidativnim sposobnostima uz minorne efekte na sekundarnu i 
tercijarnu strukturu [9]. Proteini surutke, modifikovani polisaharidima ultrazvuĉnim 
tretmanom, pokazali su poboljšane tehnološko-funkcionalne osobine u poreĊenju sa 
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proteinima modifikovanim klasiĉnim zagrevanjem [110]. Prednost ultrazvuĉnog 
tretmana u cilju glikovanja proteina je što jake sile smicanja obezbeĊuju efikasno 
mešanje rastvora i efikasan prenos toplote, ĉime doprinose povećanju brzine Majarove 
reakcije, posebno ranih faza [106]. Glikovanje se odvija pod blagim uslovima, na 
niskim temperaturama, a vreme procesovanja je znaĉajno smanjeno u odnosu na 
klasiĉno zagrevanje [9]. Zbog blagih reakcionih uslova ne nastaju drastiĉne promene u 
sekundarnoj i tercijarnoj strukturi. Za razliku od tretmana ultrazvukom, tokom 
konvencionalne termiĉke prerade nema uniformnog zagrevanja uzorka zbog ograniĉenja 
u prenosu toplote, pa se javljaju mesta pregrevanja. Zbog toga je efikasno glikovanje 
proteina konvencionalnim termiĉkim metodama praćeno razvojem kasnih Majarovih 
produkata, kao i denaturacijom i agregacijom proteina [111-114]. 
2.5.4. Makromolekulsko nagomilavanje 
Makromolekulsko nagomilavanje nespecifiĉno ubrzava hemijske reakcije tako 
što smanjuje totalnu ekskludovanu zapreminu i time povećava koeficijent aktiviteta 
reaktanata [115, 116]. Generalno se oĉekuje da makromolekulsko nagomilavanje 
poveća brzinu sporih (brzina determinisana prelaznim stanjem) i asocijacionih reakcija, 
a da uspori brze (brzina determinisana difuzijom) i disocijacione reakcije. U uslovima 
nagomilavanja je visoka viskoznost, a transfer mase i koeficijenti difuzije su smanjeni. 
To je posebno izraženo pri nagomilavanju agenasa visokih molekulskih masa [117]. 
Sonifikacija u uslovima makromolekulskog nagomilavanja se oĉekuje da poveća brzine 
hemijskih reakcija. Ultrazvuĉni tretman usled implozivnih kolapsa kavitacionih mehura 
stvara dovoljno kinetiĉke energije da ubrza reakcije i oslobaĊa kratko-živeće hemijske 
vrste visokog sadržaja slobodne energije. TakoĊe, oĉekuje se da jake sile smicanja, 




) koje stvara kavitacija prevaziĊu 
smanjenu difuziju i efekat kaveza u uslovima nagomilavanja i obezbede efikasno 
mešanje, poboljšaju transfer mase i smanje viskoznost. Pored toga, temperaturna 
stabilnost proteina u uslovima makromolekulskog nagomilavanja je povećana usled 
smanjene entropije razvijanja proteina i denaturacije [118]. Stoga, oĉekivano je da su 
stepen denaturacije proteina, agregacije i polimerizacije minimalni ĉak i kada se 
primene intenzivniji uslovi prerade. MeĊutim, u sluĉaju proteina slabe strukturne 
stabilnosti, kao što su proteini odgovorni za nastanak neurodegenerativnih bolesti, 
19 
 
makromolekulsko nagomilavanje, umesto stabilizacije nativne forme potpomaže 
njihovu agregaciju u amiloidne fibrile, [119]. Zuo sa saradnicima [120] i Zang sa 
saradnicima [121] su modifikovali proteine izolata soje i β-konglicinina sa dekstranom 
u Majarovoj reakciji ubrzanoj zagrevanjem u rastvoru u uslovima makromolekulskog 
nagomilavanja. Obe studije su pokazale da makromolekulsko nagomilavanje znaĉajno 





Glikovanje proteina u Majarovoj reakciji je spontan process koji se, u zavisnosti 
od uslova sredine, odvija manjom ili većom brzinom. U prehrambenoj industriji 
glikovanje se ciljano primenjuje radi poboljšanja tehnološko-funkcionalnih osobina 
proteina i dobijanja unapreĊenih aditiva hrani. TakoĊe, termiĉki obraĊena hrana, koja je 
sve zastupljenija u novije vreme, sadrži velike koliĉine kasnih Majarovih proizvoda, 
koji mogu imati brojne efekte na zdravlje ĉoveka. Imajući u vidu znaĉaj Majarove 
reakcije za savremenog ĉoveka, postavljen je osnovni cilj, a to je da se ispitaju efekti 
ultrazvučnog tretmana (jedne nove industrijske metode za preradu hrane) i 
sušenja raspršivanjem (jedne konvencionalne industrijske metode za preradu 
hrane) na ubrzanje Majarove reakcije, kao i efekti visokog stepena glikovanja na 
imunološke osobine potentnog alergena hrane, β-laktoglobulina. 
Na osnovu glavnog cilja, postavljeni su specifiĉni podciljevi: 
a) glikovanje proteina surutke kravljeg mleka ultrazvuĉnim tretmanom i 
uvoĊenjem makoromolekulskog nagomilavanja 
b) odreĊivanje stepena realizacije Majarove reakcije surutke kravljeg mleka 
dejstvom ultrazvuka u prisustvu nagomilavajućeg agensa 
c) ispitivanje fiziĉko-hemijskih osobina nastalih proizvoda Majarove reakcije 
surutke kravljeg mleka dejstvom ultrazvuka u prisustvu nagomilavajućeg agensa 
d) odreĊivanje stepena realizacije Majarove reakcije kamiljeg mleka tokom 
tretmana sušenja raspršivanjem i liofilizacije 
e) ispitivanje strukturnih osobina proteina kamiljeg mleka u prahu modifikovanih u 
Majarovoj reakciji tokom tretmana sušenja raspršivanjem i liofilizacije 
f) ispitivanje funkcionalnih osobina proteina kamiljeg mleka u prahu 
modifikovanih u Majarovoj reakciji tokom tretmana sušenja raspršivanjem i 
liofilizacije 
g) dobijanje i karakterizacija BLG-a modifikovanog u Majarovoj reakciji 
zagrevanjem u rastvoru 
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h) ispitivanje intestinalnog transporta BLG-a, modifikovanog u Majarovoj reakciji 
zagrevanjem u rastvoru, u in vitro model sistemu 
i) ispitivanje preuzimanja i obrade BLG-a, modifikovanog u Majarovoj reakciji 
zagrevanjem u rastvoru, od strane dendritskih ćelija 
j) ispitivanje sposobnosti BLG-a, modifikovanog u Majarovoj reakciji 
zagrevanjem u rastvoru, da izazove degranulaciju bazofila uz upotrebu 




4. Materijal i metode 
4.1. Reagensi i rastvori 
1-anilinonaftalen-8-sulfonat (ANS), 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kiselina (ABTS), amilorid, arabinoza (Ara), β-merkaptoetanol, bicinhoninska 
kiselina (BCA), dekstran-sulfat, dibutilhidroksitoluen (BHT) 2,4-dinitrofenilhidrazin 
(DNPH), 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoeva kiselina) (DTNB), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
(DPPH), fenilarsin-oksid (PAO), fluorescein-izotiocijanat (FITC), FPS-ZM1, BSA, 
jasplakinolid, kongo crveno, ksilenol narandžasto, latrunkulin B, natrijum-dodecilsulfat 
(engl. sodium dodecyl sulfate - SDS), o-ftalaldehid (OPA), polietilenglikol molekulske 
mase 6000 Da (PEG-6000), poliinozin, tiobarbiturna kiselina (TBA), tioflavin T, 
trihlorsirćetna kicelina (TCA) su nabavljeni od proizvoĊaĉa Sigma–Aldrich 
(Traufunken, Nemaĉka). U radu sa ćelijskim kulturama korišćeni su Dullbeco 
modifikovan Eagle-ov medijum (DMEM), fetalni goveĊi serum inaktiviran toplotom, 
natrijum-piruvat, neesencijalne aminokiseline, penicillin, RPMI 1640 GlutaMAX 
medijum, streptomicin svi nabavljeni od Gibco, Invitrogen (Karlsbad, Sjedinjene 
Ameriĉke Države) i faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (engl. 
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor – GM-CSF) (R&D, Okson, 
Ujedinjeno Kraljevstvo). Ostale korišćene hemikalije bile su analitiĉkog stepena ĉistoće. 
U svim eksperimentima je korišćena ultraĉista voda dobijena iz Smart2Pure sistema 
(Millipore, Francuska). 
4.2. Modifikacija proteina kravlje surutke u Majarovoj reakciji tokom 
ultrazvučnog tretmana u uslovima makromolekulskog nagomilavanja 
4.2.1. Priprema surutke kravljeg mleka 
Proteini surutke su izolovani iz sirovog, termiĉki netretiranog kravljeg mleka. 
Kravlje mleko je odmašćeno centrifugiranjem 10 min na 4000 g na +4 °C, a zatim su 
kazeini potaloženi ukapavanjem 1 M HCl do pH=4,6 i odvojeni cetrifugiranjem (10 min 
na 12000 g). Dobijena surutka je dodatno odmašćena ekstrakcijom sa tetrahloretilenom 
(3 puta sa po 0,4 zapremine tetrahloretilena) i dijalizovana naspram 10 mM natrijum-
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fosfatnog pufera, pH=8,0. Surutka je na kraju koncentrovana ultrafiltracijom do 
približne koncentracije proteina od 100 mg/ml. 
Koncentracija proteina je odreĊena merenjem apsorbance na 280 nm, uz 
primenu teorijski izraĉunatog, proseĉnog ekstinkcionog koeficijenta za proteine surutke, 





4.2.2. Ultrazvučni tretman visokog intenziteta 
Za ubrzanje Majarove reakcije ultrazvuĉnim tretmanom, pripremljen je rastvor 
surutke (finalna koncentracija proteina 50 mg/ml) sa arabinozom (finalna koncentracija 
arabinoze 150 mg/ml) (uzorak sWP/Ara), a za ubrzanje Majarove reakcije ultrazvuĉnim 
tretmanom u uslovima makromolekulskog nagomilavanja, pripremljen je rastvor 
surutke (finalna koncentracija proteina 50 mg/ml) sa arabinozom (finalna koncentracija 
arabinoze 150 mg/ml) i PEG-6000 (finalne koncentracije 120 mg/ml) (uzorak 
sWP/Ara/PEG). Netretirana surutka (uzorak WP), netretirana surutka sa arabinozom 
(uzorak WP/Ara) i ultrazvukom tretirana surutka (uzorak sWP) su služili kao kontrole. 
Svi uzorci su pripremljeni u 10 mM natrijum-fosfatnom puferu pH=8 i nakon 
rastvaranja pH vrednost je dodatno podešena 1 M rastvorom NaOH. 
Ultrazvuĉni tretman frekvencije 20 kHz je izveden u trajanju od 60 minuta sa 
ultrazvuĉnom sondom Branson Sonifier 150 (Branson Ultrasonic, Danberi, Sjedinjene 
Ameriĉke Države). Tokom tretmana sonda je bila uronjena u tubu sa 2,5 ml uzorka, na 
dubini od 2 cm, a tuba je bila u ledenom kupatilu ĉija je temperatura držana na 5 – 10 
°C. Izlazna snaga sonde je bila 9,5 W (135 W/cm
2
). 
Alikvot svakog uzorka je dijalizovan tokom 36 h naspram 10 mM natrijum-
fosfatnog pufera pH=6,5. Svi uzorci su ĉuvani na -20 °C do dalje analize. 
4.2.3. Praćenje formiranja Majarovih proizvoda - spektrofotometrijska i 
spektrofluorimetrijska merenja 
Neposredno nakon ultrazvuĉnog tretmana merena je pH vrednost u 
nerazblaženim uzorcima. Fluorescentni spektri proteina surutke su snimljeni na Horiba 
Scientific Fluoromax-4 spektrofluorimetru (Horiba, Kyoto, Japan) u kvarcnoj kiveti sa 
dužinom puta od 10 x 10 mm. Uzorci su razblaženi do koncentracije 0,5 mg/ml u 10 
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mM natrijum-fosfatnom puferu i ekscitovani svetlošću talasne dužine od 350 nm, pri 
ĉemu su emisioni spektri snimani u opsegu 360-600 nm. Apsorbanca na 294 nm 
(pokazatelj formiranja intermedijernih Majarovih proizvoda) je merena u 50 x 
razblaženim uzorcima, a apsorbanca na 420 nm (pokazatelj formiranja kasnih proizvoda 
Majarove reakcije) je merena u nerazblaženim uzorcima na NanoDrop 2000c 
spektrofotometru (Thermo Scientific, Valtam, Sjedinjene Ameriĉke Države) u kiveti sa 
dužinom puta 10 mm. 
4.2.4. Određivanje sadrţaja slobodnih amino grupa 
Sadržaj slobodnih amino grupa je odreĊen OPA metodom prema protokolu koji 
su objavili Nielsen i saradnici [122] uz manje modifikacije. OPA reagens je pripremljen 
na sledeći naĉin: 8 mg OPA je rastvoreno u 200 µl metanola i zatim je dodato 5 ml 0.1 
M natrijum-tetraborata, 0,5 ml 20% SDS-a i 20 µl β-merkaptoetanola, i na kraju je 
smeša dopunjena destilovanom vodom do 10 ml. Dijalizovani uzorci kravlje surutke (50 
µl, 1,00 mg/ml) su inkubirani sa 200 µl OPA reagensa tokom 5 minuta i zatim je oĉitana 
apsorbanca na 340 nm. Sadržaj slobodnih amino grupa izražen je procentualno u odnosu 
na netretirane proteine surutke. 
4.2.5. Određivanje sulfhidrilnih grupa 
Sadržaj ukupnih slobodnih sulfhidrinih grupa je odreĊen derivatizacijom sa 
Elmanovim reagensom prema protokolu koji su objavili Morgan i saradnici (1999) 
[113]. Uzorci surutke su razblaženi do koncentracije 1,00 mg/ml u 10 mM natrijum-
fosfatnom puferu pH=7,0 sa 8 M ureom i u mikrotitar ploĉici je mešano 200 µl uzorka 
sa 20 µl Elmanovog reagensa (2,5 mM DTNB u vodi). Nakon 15 minuta reakcije na 
sobnoj temperaturi oĉitana je apsorbancija na 412 nm. Rezultat je predstavljen kao 
procenat slobodnih sulfhidrilnih grupa u odnosu na netretirane proteine surutke. 
4.2.6. Elektroforetske analize 
4.2.6.1. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE) 
Elektroforeza je raĊena na Hoefer SE600 elektroforetskoj jedinici (Amersham 
Biosciences). Proteini kravlje surutke (po 20 µg svakog uzorka) su razdvojeni na 4% 
koncentrujućem i 14% razdvajajućem poliakrilamidnom gelu. Uzorci su pripremljeni u 
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redukujućim (u prisustvu β-merkaptoetanola) i neredukujućim uslovima. Proteini su 
elektroforetski razdvojeni pri konstantnom naponu od 80 V kroz koncentrujući gel i 220 
V kroz razdvajajući gel. Proteinske trake su bojene komasi brilijant plavim R-250 (engl. 
Commassie Brilliant Blue - CBB) bojom. 
4.2.6.2. Nativna elektroforeza 
Nativna elektroforeza je uraĊena pod nedenaturišućim uslovima na 4% 
koncentrujućem i 14% razdvajajućem poliakrilamidnom gelu. Koliĉina proteina i uslovi 
elektroforeze i bojenje gela su bili kao što je opisano kod SDS-PAGE. 
 4.2.7. Spektroskopija cirkularnog dihroizma (CD) 
CD spektri su snimani na JASCO J-815 spektropolarimetru (JASCO, Tokyo, 
Japan) koji je prethodno kalibrisan rastvorom amonijum-D-10-kamforsulfonata 
koncentracije 0,6 g/l, poznatog elipticiteta od +190,4 mdeg na 290,5 nm. Snimanja su 
raĊena u dve spektralne oblasti, u dalekoj UV oblasti od 180-260 nm, u kvarcnoj kiveti 
sa putem od 0,1 mm, i u bliskoj UV oblasti od 260-320 nm, u kvarcnoj kiveti sa 
dužinom puta od 1 cm, u oba sluĉaja na konstantnoj temperaturi od 25 °C i u 
dijalizovanim uzorcima proteina surutke koncentracije 3,00 mg/ml u 10 mM fosfatnom 
puferu pH=6,5. Interval snimanja je bio 0,1 nm, pri brzini 50 nm/min, sa ĉetiri 
akumulacije. Referentni spektar pufera je oduzet od dobijenih spektara. Rezultati su 
prikazani kao molarni elipticitet po aminokiselinskom ostatku. Molekulska masa 
proteina surutke je izraĉunata kao proseĉna molekulska masa glavnih proteina surutke 
koji ulaze u njen sastav, uzimajući u obzir njihovu zastupljenost: 
Mwproteina surutke = MwBLG(0,536 x 0,941) + MwALA(0,25 x 14,2) + MwBSA(0,063 x 66,0) 
MwIg(0,125 x 150) = 36,76 kDa. 
Kao proseĉna molekulska masa aminokiselinskog ostatka uzeta je vrednost od 
114 Da. 
Spektri daleke UV oblasti su analizirani u CONTIN programu da bi se procenio 
udeo sekundarnih struktura uz primenu CDPro softverskog paketa 
(http://lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro/main.html) i referentne proteinske baze 
SP29 (29 solubilnih proteina). 
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4.2.8. Određivanje površinske hidrofobnosti 
Površinska hidrofobnost odreĊivana je u fluorimetrijskom eseju, na osnovu 
vezivanja hidrofobne probe, ANS, za protein. Dijalizovanim uzorcima surutke 
koncentracije 0,4 mg/ml (10 μM) u 10 mM fosfatnom puferu pH=7,4 dodat je rastvor 
ANS-a u zasićujućoj koncentraciji (80 μM) i smeša je inkubirana 30 minuta u mraku. 
Fluorescentni spektri su snimani u opsegu od 400 – 600 nm pri ekscitaciji na 350 nm. 
Od dobijenih spektara je oduzet spektar ANS-a u istom puferu. 
4.2.9. Vezivanje kongo crvenog i tioflavina T za proteine kravlje surutke 
Štok rastvor kongo crvenog je pripremljen 100 x koncentrovan u 10 mM 
fosfatnom puferu pH=7,4 koji sadrži 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl i 10% etanol. 
Dijalizovani proteini kravlje surutke razblaženi do koncetracije 0,6 mg/ml su inkubirani 
30 minuta na sobnoj temperaturi sa reagensom kongo crvenog finalne koncentracije 10 
µM i zatim su snimani apsorpcioni spektri u vidljivoj oblasti, od 400 – 700 nm. 
Rezultati su prikazani kao spektri kongo crvenog u prisustvu proteina surutke ili kao 
diferencijalni spektri koji su dobijeni oduzimanjem spektra netretiranog uzorka od 
spektara sonifikovanih uzoraka. 
Tioflavin T (20 µM) je inkubiran sa dijalizovanim proteinima kravlje surutke 
(0,5 mg/ml) u 50 mM fosfatnom puferu pH=7,4 tokom jednog minuta. Meren je 
intenzitet fluorescencije na 485 nm pri ekscitaciji na 435 nm. Intenzitet fluorescencije 
tioflavina T oduzet je od svih uzoraka. 
4.2.10. Određivanje proteinskih karbonila 
Proteinski karbonili su odreĊeni u testu sa DNPH reagensom. Dijalizovani 
proteini kravlje surutke (1,00 mg) su precipitirani sa 10% TCA i tretirani sa 1,5 ml 
DNPH reagensa (10 mM DNPH u 2 M HCl) u toku 1 h uz mešanje. Sledila je 
deproteinizacija sa 1,5 ml 20% TCA. Proteinski talog je ispran sa smešom metanol/etil-
acetat (1:1), nakon ĉega je rastvoren u 7 M urei uz tretman na ultrazvuĉnom kupatilu. 
Merena je apsorbancija na 370 nm i koncetracija karbonila je izraĉunata na osnovu 







4.2.11. Određivanje proteinskih hidroperoksida i ukupnih hidroperoksida 
Proteinski hidroperoksidi i ukupni hidroperoksidi su odreĊeni u testu oksidacija 
gvožĊa-ksilenol narandžasto (engl. ferrous oxidation-xylenol orange – FOX). Za 
odreĊivanje proteinskih hidroperoksida, 5 mg proteina dijalizovanih uzoraka kravlje 
surutke je precipitirano pomoću 10% TCA i dobijeni talog je ispran acetonom pa 
rastvoren u 8 M guanidin hidrohloridu. Proteinima kravlje surutke je zatim dodato 50 µl 
FOX reagensa (2,5 mM ksilenol narandžasto, 2,5 mM amonium-gvožĊe(II) sulfat i 1 M 
sorbitol u 1,1 M HClO4) i smeša je inkubirana 60 minuta na sobnoj temperaturi. Merena 
je apsorbancija supernatanta nakon centrifugiranja (12000 x g, 20 min) na 560 nm. 
Za odreĊivanje ukupnih peroksida 50 µl FOX reagensa je direktno dodato u 450 
µl uzoraka kravlje surutke (5,5 mg/ml). Koncentracija peroksida je odreĊena na osnovu 
kalibracione krive vodonik peroksida. 
4.2.12. Temperaturna i pH stabilnost proteina kravlje surutke 
Temperaturna stabilnost proteina surutke je ispitivana u dijalizovanim uzorcima 
koncentracije proteina 1,00 mg/ml u 50 mM Tris puferu pH=7,0. Uzorci su inkubirani 
na termošejkeru u trajanju od 15 min na povišenim temperaturama u opsegu od 60 - 100 
˚C. Nakon hlaĊenja do sobne temperature, uzorci su centrifugirani tokom 15 min na 
10000 g kako bi se potaložili i odvojili nerastvorni agregati. Koncentracija preostalih 
rastvornih proteina na svakoj temperaturi je odreĊena merenjem apsorbancije na 280 
nm, kao što je prethodno opisano i poreĊena je sa koncentracijom odgovarajućeg 
nezagrevanog uzorka. 
pH stabilnost proteina kravlje surutke odreĊivana je razblaživanjem 
dijalizovanih uzoraka do koncentracije proteina 1,00 mg/ml u 200 mM puferima pH 
vrednosti 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 i 10,0. Nakon konstantnog mešanja na 
sobnoj temperaturi u toku 30 minuta, uzorci su centrifugirani 15 minuta na 10000 g. 
Rastvorljivost je odreĊena merenjem apsorbancije na 280 nm u supernatantu i izražena 
relativno u odnosu na koncentraciju proteina na polaznoj pH vrednosti (pH=8,0). 
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4.2.13. Antioksidativni testovi 
4.2.13.1. Moć uklanjanja DPPH radikala 
Sposobnost uklanjanja DPPH radikala je odreĊivana kao što je opisao Jiang sa 
saradnicima (2012) [123]. Na 200 μl uzoraka proteina surutke koncentracije 0,3 mg/ml 
dodato je 200 μl DPPH reagensa (200 μM DPPH u etanolu) i inkubirano 20 min na 
sobnoj temperaturi u mraku. Nakon centrifugiranja 10 min na 10000 g merena je 
apsorbancija na 517 nm. U testu je kao standard korišćen BHT koncentracije 50 µg/ml. 
Moć uklanjanja DPPH radikala je izraĉunata prema sledećoj formuli: 
[1 − (A517 uzorka / A517 kontrole)] × 100. 
4.2.13.2. Ukupna redukujuća moć 
Ukupna redukujuća moć je odreĊena prema protokolu koji je objavio Ĉavla sa 
saradnicima [124], uz male izmene. Na 200 µl uzorka surutke koncentracije 2 mg/ml je 
dodato 200 µl 0,2 M fosfatnog pufera pH=6,6 i 200 µl 1% kalijum-fericijanida. Smeša 
je inkubirana 20 min na 50 °C. Proteini su potaloženi sa 200 µl 10% TCA. Nakon 
centrifugiranja na 10000 g tokom 10 min, odvojeno je 700 µl supernatanta u koji je 
dodato 150 µl 0,1% gvožĊe(III)-hlorida. Merena je apsorbancija na 700 nm, ĉiji porast 
ukazuje na povećanu ukupnu redukujuću moć. 
4.2.13.3. Test inhibicije lipidne peroksidacije 
Lipidna peroksidacija je praćena u testu sa TBA reagensom i homogenizatom 
žumanceta jajeta kao izvorom lipida [125]. Sveže žumance (150 µl, 20% dH2O, v/v) je 
pomešano sa FeSO4 (60 µl, 10 mM) i surutkom (390 µl, 7,5 mg/ml). Smeša je 
inkubirana na 37 °C tokom 1 h, a zatim je dodato 300 µl zasićene TCA i 200 µl TBA 
reagensa (14,4 mg/ml TBA u 100 mM NaOH). Reakciona smeša je inkubirana 20 
minuta na 80 °C, a zatim centrifugirana 10 minuta na 10000 g. Merena je apsorbancija 
na 532 nm. Inhibicija lipidne peroksidacije je izraĉunata na osnovu sledeće formule: 
[(A532 kontrole –A532 uzorka) / A532 kontrole] x 100. 
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4.2.14. Statistička obrada podataka 
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna greška za tri 
nezavisna eksperimenta ultrazvuĉnog tretmana alergena surutke od kojih je svaki uraĊen 
najmanje u duplikatu. Za analizu statistiĉke znaĉajnosti razlika srednjih vrednosti je 
korišćena jednosmerna analiza varijanse (engl. Analysis of Variance – ANOVA) 
praćena sa Takijevim testom. Testovi su uraĊeni pomoću softverskog paketa Origin Pro 
8.5.1. (OriginLab, Masaĉusets, Sjedinjene Ameriĉke Države). Vrednost parametara p 
manja od 0,05 je smatrana statistiĉki znaĉajnom. 
4.3. Modifikacije alergena kamiljeg mleka u Majarovoj reakciji tokom 
tretmana sušenja raspršivanjem 
4.3.1. Sušenje raspršivanjem kamiljeg mleka 
Sirovo, termiĉki netretirano kamilje (Camelus dromedarius) mleko je 
nabavljeno sa lokalne farme u Al-Ainu (Ujedinjeni Arapski Emirati) i transportovano je 
i ĉuvano na +4 °C. Sveže mleko je koncentrovano na pilot modelu vakum uparivaĉa 
(Model FT22, Armfield Ltd, UK) do koncentracije od 28%. Koncentrovano kamilje 
mleko je sušeno na pilot modelu komore za sušenje (Model FT80, Armfield Ltd, UK). 
Maksimalna brzina isparavanja je bila 3 l/h. Ulazna temperatura vazduha u komori za 
sušenje je podešena na šest nivoa 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C, dok 
su odgovarajuće izlazne temperature bile 71 °C, 74 °C, 78 °C, 84 °C, 88 °C i 92 °C, 
redom. Za dobijanje liofilizovanog kamiljeg mleka, koncentrovano mleko je zamrznuto 
na −15 °C tokom 24 h pre liofilizacije. U komori liofilizatora temperatura je održavana 
na −80 °C, a pritisak na 0,05 mbar. Liofilizacija je trajala 4 nedelje. Svi dobijeni uzorci 
mleka u prahu su ĉuvani u frižideru na + 4 °C do dalje analize. 
4.3.2. Rekonstituisanje kamiljeg mleka u prahu 
Kamilje mleko u prahu je rekonstituisano u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu 
pH=6,8 pri koncentraciji 50 mg/ml uz blago mešanje na sobnoj temperaturi u toku 1 h. 
Nerastvorna frakcija je uklonjena iz uzoraka centrifugiranjem na 10000 g tokom 10 
min. Supernatanti su oznaĉeni kao rastvorna frakcija kamiljeg mleka u prahu i korišćeni 
su u daljim analizama. Rastvorne frakcije su odmašćene ekstrakcijom tetrahloretilenom 
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(2:1 v/v). Alikvoti su dodatno dijalizovani naspram 20 mM natrijum-fosfatnog pufera 
pH=6,8 u crevu za dijalizu sa veliĉinom pora do 3 kDa. Koncentracija proteina je 
odreĊena upotrebom komercijalno dostupnog seta za test sa BCA reagensom (Pierce, 
Amsterdam, Holandija), prema uputstvima proizvoĊaĉa za rad sa malim zapreminama u 
mikrotitar ploĉicama. Za konstruisanje standardne krive korišćen je BSA. 
Opciono, kako bi se elektroforetski okarakterisali ukupni proteini kamiljeg 
mleka u prahu (zajedno sa frakcijom nerastvornom u fosfatnom puferu na pH=6,8), 
mleko u prahu je rastvoreno u denaturišućem puferu (8 M urea, 2 M tiourea, 2% SDS, 
20 mM natrijum-fosfatni pufer pH=6,8) pri koncentraciji 20 mg/ml. Nakon rastvaranja, 
uzorci su razblaženi do 5 mg/ml u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH=6,8 i zatim 
pripremljeni za elektroforetsko razdvajanje.  
4.3.3. Elektroforetske analize 
Ukupni proteini kamiljeg mleka u prahu rastvoreni u denaturišućem puferu su 
razdvojeni na 14% SDS-PAGE gelu pod redukujućim uslovima uz konstantno hlaĊenje 
na Hoefer SE6000 elektroforetskom sistemu (Amersham Biosciences) na konstantnoj 
voltaži od 200 mV. Nanošeno je 100 µg praha svakog uzorka po bunaru. Proteini 
rastvorni u 20 mM fosfatnom puferu pH=6,8 (20 µg proteina) su elektroforetski 
razdvojeni u redukujućoj i neredukujućoj sredini pod istim uslovima. Nativna 
elektroforeza je raĊena sa solubilnom frakcijom kamiljeg mleka u prahu pod nativnim 
uslovima (odsustvo SDS-a i β-merkaptoetanola u gelu i puferima za elektroforezu). Svi 
gelovi su bojeni CBB bojom. 
4.3.4. Gel-filtraciona analiza solubilne frakcije kamiljeg mleka u prahu 
Gel-filtraciona hromatografija je raĊena na sistemu za teĉnu hromatografiju 
ultra-visokih performansi (engl. Ultra-High Performance Liquid Chromatography – 
UHPLC) Nexera XR (Shimadzu, Kjoto, Japan) na koloni ACQUITY UPLC Protein 
BEH SEC 125Å (Waters, Milford, Sjedinjene Ameriĉke Države). Na kolonu je 
nanošeno 3 µl uzoraka rastvornih frakcija rastvornih u fosfatnom puferu koncentracije 
proteina 0,35 mg/ml. Elucija je praćena na talasnoj dužini od 220 nm. Za voĊenje 
hromatografija i analizu dobijenih podataka korišćen je LabSolutions CS program 
(Shimadzu, Kjoto, Japan). Za kalibraciju kolone korišćena je BEH125 SEC standardna 
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proteinska smeša (Waters, Milford, Sjedinjene Ameriĉke Države), koja se sastoji od 
sledećih proteina: BSA (66,4 kDa), ovalbumina (44,2 kDa), mioglobina (16,7 kDa) i 
ribonukleaze A (13,7 kDa). Na osnovu retencionih vremena proteina poznatih 
molekulskih masa konstruisana je kalibraciona kriva (Grafik 2.1) za odreĊivanje 
molekulskih masa proteina kamiljeg mleka. 
 
Grafik 2.1. Kalibraciona kriva za određivanje molekulske mase proteina na osnovu retencionih 
vremena standarda. 
 
4.3.5. Praćenje ranih, intermedijernih i kasnih faza Majarove reakcije  
Fluorescentni spektri solubilnih proteina kamiljeg mleka u prahu (dijalizovani 
uzorci koncentracije 0,5 mg/ml) su snimani na Horiba Scientific Fluoromax-4 
spektrofluorimetru (Horiba, Kjoto, Japan) u kvarcnoj kiveti sa dužinom puta od 10 x 10 
mm. Temperatura je održavana na 25 °C upotrebom Peltijeovog elementa. Proizvodi 
rane Majarove reakcije su ekscitovani svetlošću talasne dužine od 340 nm, a emisioni 
spektri su snimani u opsegu od 350 – 600 nm sa slitom širine 5 nm. Apsorbancije 
intermedijernih (A294 nm) i kasnih Majarovih proizvoda (A420 nm) su merene na 
NanoDrop 2000c spektrofotometru (Thermo Scientific, Sjedinjene Ameriĉke Države) u 
uzorcima frakcija kamiljeg mleka u prahu rastvornih u fosfatnom puferu, koncentracije 
proteina 3 mg/ml. 
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Za procenu napredovanja Majarove reakcije u razliĉitim uzorcima odreĊen je 
odnos ranih/intermedijarnih proizvoda na sledeći naĉin: relativna razlika ranih 
proizvoda (intenzitet fluorescencije na 425 nm uzoraka sušenih raspršivanjem / 
intenzitet fluorescencije na 425 nm liofilizovanog uzorka) / relativna razlika 
apsorbancije na 294 nm (apsorbancija na 294 nm uzoraka sušenih raspršivanjem / 
apsorbancija na 294 nm liofilizovanog uzorka). 
4.3.6. Određivanje sadrţaja slobodnih amino grupa 
Slobodne amino grupe su odreĊene kao što je prethodno opisano u poglavlju 
4.2.4. Dijalizovane solubilne frakcije kamiljeg mleka u prahu (50 µl, koncentracije 
proteina 0,5 mg/ml) su inkubirane sa 200 µl OPA reagensa i nakon 5 min je oĉitana 
apsorbancija na 340 nm. Sadržaj slobodnih amino grupa je izražen procentualno u 
odnosu na liofilizovani uzorak. 
4.3.7. Spektroskopija cirkularnog dihroizma 
Sekundarne strukture proteina solubilne frakcije su praćene snimanjem CD 
spektara u dalekoj UV oblasti, u dijalizovanim uzorcima koncentracije proteina 1 
mg/ml. Uslovi snimanja su bili kao što je opisano u odeljku 4.2.7. Spektri su prikazani 
kao zavisnost molarnog elipticiteta (mdeg) od talasne dužine. Zbog nepoznate srednje 
molekulske mase smeše proteina, a koja je neophodna za izraĉunavanje sadržaja 
sekundarnih struktura programom CDPro, udeo sekundarnih struktura je procenjen na 
osnovu matematiĉkog modela koji je predstavio Rausens sa saradnicima [126]. Ovaj 
model podrazumeva dva koraka. U prvom koraku se spektri normalizuju na osnovu 
talasne dužine na 207 nm (elipticiteti na svim talasnim dužinama se pomnože sa brojem 
koji će na talasnoj dužini 207 dati vrednost 1), za koju je pokazano da daje najmanju 
standardnu devijaciju pri odreĊivanju sekundarnih struktura model proteina. U drugom 
koraku se za svaku sekundarnu strukturu primenjuje kvadratni model na osnovu 










α-heliks 27.58 – 14.46*E193 – 5.66*E193
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 + 1.86*E211 – 14.72*E211
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 11.9 
β-ploĉice 8.66 + 11.97*E196 + 7.36*E196
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 – 0.80*E211 + 15.38*E211
2
 11.1 









Svi spektri su normalizovani na 207 nm pre primene kvadratnog modela. E predstavlja 
elipticitet na datim talasnim dužinama. 
 
4.3.8. Određivanje površinske hidrofobnosti 
Površinska hidrofobnost proteina solubilne frakcije kamiljeg mleka u prahu je 
praćena na osnovu vezivanja fluorescentne probe, osetljive na polarnost sredine, na 
naĉin koji je opisan u odeljku 4.2.8. 
4.3.9. Rastvorljivost proteina kamiljeg mleka u prahu 
Za poreĊenje rastvorljivosti proteina kamiljeg mleka u prahu dobijenog 
sušenjem raspršivanjem na razliĉitim ulaznim temperaturama, merena je apsorbancija 
na 280 nm u 5 puta razblaženim rastvornim frakcijama. 
4.3.10. Antioksidativna moć kamiljeg mleka u prahu 
4.3.10.1 Ukupna redukujuća moć 
Ukupna redukujuća moć kamiljeg mleka sušenog raspršivanjem odreĊena je u 
suspenziji celog mleka u prahu, ili u njegovoj frakciji rastvornoj u 20 mM fosfatnom 
puferu pH=6,8, prema protokolu koji je objavio Ĉavla sa saradnicima [124], uz male 
modifikacije, kao što je prethodno opisano u odeljku 4.2.13.2. Suspenzija celog mleka u 
prahu je bila pripremljena pri koncentraciji 5 mg/ml (oko 1,25 mg/ml proteina), a 
rastvorna frakcija pri koncentraciji proteina 2 mg/ml. 
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4.3.10.2. Sposobnost uklanjanja ABTS radikala 
Katjon radikal ABTS
•+
 je generisan u reakciji 14 mM ABTS-a sa 5 mM kalijum-
persulfatom u toku 24 h, na sobnoj temperaturi, u mraku. Radni reagens ABTS
•+
 
radikala je pripremljen razblaživanjem tako da apsorbancija na 670 nm bude približno 
0.9. Uzorci rastvorne frakcije kamiljeg mleka (30 µl, koncentracije proteina 2 mg/ml) su 
pomešani sa 120 µl ABTS
•+
 reagensa u mikrotitar ploĉici malih zapremina i ostavljeni 
da reaguju tokom 6 minuta. Oĉitana je apsorbancija uzoraka na ELISA ĉitaĉu sa 
filterom na 670 nm. 
4.3.11. Statistička obrada podataka 
Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± standardna devijacija (S.D.) i 
analizirani u programu Origin Pro 8.5.1. (OriginLab, Masaĉusets, Sjedinjene Ameriĉke 
Države). Za analizu statistiĉke znaĉajnosti razlika srednjih vrednosti je korišćena 
jednosmerna ANOVA sa Takijevim testom. Vrednost parametara p manja od 0,05 je 
smatrana statistiĉki znaĉajnom. 
4.4. Modifikacije glavnog alegena kravljeg mleka, BLG-a, u Majarovoj 
reakciji tokom tretmana zagrevanja u rastvoru (engl. wet-heating)  
4.4.1. Prečišćavanje i priprema kravljeg BLG-a 
BLG je izolovan iz svežeg, termiĉki netretiranog kravljeg mleka prema 
protokolu koji je objavila Stojadinović sa saradnicima (2012) [127]. Sirovo kravlje 
mleko je centrifugirano na 4000 g tokom 30 min na +4 °C kako bi se dobilo obrano 
mleko. Kazeini su potaloženi podešavanjem pH vrednosti na 4,6 pomoću 1 M HCl i 
odvojeni centrifugiranjem na 4000 g tokom 30 minuta. Dobijena surutka je odmašćena 
ekstrakcijom sa tetrahloretilenom (2:1 v/v) i dijalizovana naspram 20 mM Tris pufera 
pH=7,5. Kolona za sobnu jonoizmenjivaĉku hromatografiju, dimenzija 2,5 cm x 20 cm, 
je napakovana slabim anjonskim izmenjivaĉem, DEAE Sephadex A-50 (GE Healthcare, 
Upsala, Švedska) i ekvilibrisana 20 mM Tris puferom pH=7,5. Proteini surutke su 
nanošeni pri protoku od 1 ml/min. Nevezani proteini surutke su isprani sa kolone 
ekvilibracionim puferom. Vezani proteini su eluirani step-gradijentom NaCl-a u 
ekvilibracionom puferu, u opsegu od 40 – 280 mM NaCl. U svakom koraku step-elucije 
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je po 100 ml eluenta prošlo kroz kolonu, a koncentracija soli je bila povećavana za po 
40 mM. Sakupljane su frakcije od po 15 ml i analizirane elektroforetski na prisustvo 
ĉistog BLG-a. Frakcije sa prĉišćenim BLG-om su sakupljene, dijalizovane naspram 50 
mM natrijum-fosfatnog pufera pH=8,0 i skoncentrovane ultrafiltracijom. Ĉistoća BLG-a 
je SDS-PAGE analizom procenjena na > 95%. Koncentracija proteina je odreĊena BCA 
metodom, kao što je opisano u odeljku 4.3.2. 
Preparat BLG-a je preĉišćen od endotoksina prekonoćnom inkubacijom sa 
smolom visokog kapaciteta za uklanjanje endoksina (celulozna zrnca za koja je vezan ε-
poli-L-lizin) na +4 °C uz blago mešanje (Thermo Scientific, Rokford, Sjedinjene 
Ameriĉke Države). Preostala koliĉina endotoksina je odreĊena na osnovu komercijalnog 
hromogenog paketa za kvantifikaciju endotoksina (LAL Chromogenic Endotoxin 
Quantitation Kit (Thermo Scientific, Rokford, Sjedinjene Ameriĉke Države)). 
Koncentracija endotoksina u finalnom preparatu BLG-a je 0,4 EU/mg proteina (EU – 
jedinica endotoksina, engl. endotoxin units). 
4.4.2. Modifikacija kravljeg BLG-a u Majarovoj reakciji tretmanom zagrevanja u 
rastvoru 
BLG je glikovan u Majarovoj reakciji inkubacijom rastvora BLG-a 
koncentracije 10 mg/ml u 50 mM fosfatnom puferu, pH=8,0 u prisustvu glukoze 
koncentracije 180 mg/ml na +60 °C tokom 10 dana u zatvorenim mini tubama dodatno 
zaštićenim od isparavanja parafilmom. Termiĉki tretirani uzorak BLG-a, kao kontrola 
termiĉkog tretmana, je pripremljen pod istim uslovima ali u odsustvu glukoze. 
Netretirani, nativni BLG je takoĊe služio kao kontrola i za vreme tretmana je ĉuvan na -
20 °C. Nakon tretmana svi uzorci su dijalizovani naspram 50 mM natrijum-fosfatnog 
pufera pH=8,0. 
4.4.3. Karakterizacija BLG-a glikovanog u Majarovoj reakciji 
Stepen glikovanja BLG-a nakon tretmana zagrevanja u rastvoru u prisustvu 
glukoze je odreĊen na osnovu smanjenja sadržaja slobodnih amino grupa, kao što je 
opisano u odeljku 4.2.4. U reakciji sa OPA reagensom su uĉestvovali dijalizovani uzorci 
BLG-a koncentracije 1 mg/ml. Sadržaj slobodnih amino grupa je izražen procentualno u 
odnosu na nativni BLG. 
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SDS-PAGE analiza je izvedena na 14% gelu u redukujućim i neredukujućim 
uslovima, kao što je opisano u odeljku 4.2.6.1. Nanošeno je po 5 μg proteina po bunaru. 
Strukturne promene BLG-a su praćene snimanjem CD spektara u dalekoj UV 
oblasti, kao što je opisano u odeljku 4.2.7. ove disertacije. Uzorci nativnog, zagrevanog 
i glikovanog BLG-a su pripremljeni za snimanje u 50 mM natrijum-fosfatnom puferu 
pH=8,0 pri koncentraciji 0,85 mg/ml. Da bi se izraĉunao procentualni udeo sekundarnih 
struktura, dobijeni spektri su analizirani u CONTIN programu uz primenu CDPro 
softverskog paketa (http://lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro/main.html) i referentne 
proteinske baze SP29. 
4.4.4. Transport alergena kroz Caco-2 ćelijski monosloj 
Kao model sistem enterocita je korišćena Caco-2 ćelijska linija (ćelijska linija 
humanog kancera kolona) kupljena od American Type Culture Collection (Rokvil, 
Sjedinjene Ameriĉke Države). Ćelije su gajene u kompletnom DMEM medijumu koji je 
sadržao 1% neesencijalnih aminokiselina, 20% fetalnog goveĊeg seruma inaktiviranog 
toplotom i 1% smeše penicilina i streptomicina (10000 jedinica i 10 mg/ml, redom) na 
37 °C u vlažnoj atmosferi sa 5% CO2. Ćelije su pasažirane jednom nedeljno, nakon što 
dostignu približno 80% konfluentnosti u T-75 flasku. Medijum je u ćelijskoj kulturi 
menjan tri puta nedeljno. 
Za eksperiment transepitelijalnog transporta alergena kroz Caco-2 monosloj, 
Caco-2 ćelije su posejane na membranske polikarbonatne inserte veliĉine pora 0.1 μm u 
ploĉicama sa 24 bunara (Transwell, Corning Costar, Kembridž, Masaĉusets, Sjedinjene 
Ameriĉke Države). Ćelije su sejane pri gustini od 1,6x10
4
 ćelija po insertu. Korišćene su 
ćelije od 17. do 25. pasaža. Tri puta nedeljno je menjan medijum u insertima. 
Transepitelijalni elektriĉni otpor (engl. transepithelial electrical resistance – TEER) je 
meren ureĊajem Millicell-ERS VoltOhmmeter (Millipore, Amsterdam, Holandija). U 
eksperimentu su korišćeni samo ćelijski monoslojevi sa TEER > 500 Ω. Uzorci 
nativnog i glikovanog BLG-a su razblaženi u kompletnom DMEM medijumu do 
koncentracije 1,5 mg/ml i po 100 µl pripremljenih uzoraka je naneto na apikalnu stranu 
Caco-2 ćelijskog monosloja, dok je na bazolateralnu stranu naneto po 600 µl 
kompletnog DMEM medijuma. Alikvoti od 30 µl su uzimani iz bazolateralnog odeljka 
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nakon 15, 30, 60, 120, 240 i 300 minuta, i bazolateralni odeljak je bio dopunjen sa po 30 
µl medijuma svaki put. Nativni i glikovani BLG, transportovani na bazolateralnu stranu 
su bili kvantifikovani komercijalno dostupnim paketom za ELISA-u za kvantifikaciju 
BLG-a (Bethyl Laboratories, Inc., Montgomeri, Sjedinjene Ameriĉke Države) prema 
uputstvima proizvoĊaĉa. 
4.4.5. Dobijanje dendritskih ćelija iz kostne srţi 
U ovoj doktorskoj disertaciji su korišćene ženke miševa genetiĉki visoko 
srodnog soja C3H/HeOuJ (Charles River, Francuska), starosti pet nedelja. Miševi su 
ĉuvani u vivarijumu Univerziteta u Utrehtu, u Holandiji, pod specifiĉnim ulovima bez 
prisustva patogena. Eksperimenti su odobreni od strane Komiteta za eksperimentalni rad 
sa životinjama Univerziteta u Utrethu (licenca broj 2013.III.01.004). 
Za izolovanje dendritskih ćelija iz kostne srži dugih kostiju miševa, praćen je 
protokol koji je objavio Lutz sa saradnicima (1999) [128]. Miševi su žrtvovani 
cervikalnom dislokacijom, a zatim su izolovane kosti zadnjih nogu (femuri i tibije). 
Kosti su stavljene u sterilan, hladan fiziološki rastvor puferisan fosfatom (engl. 
phosphate buffer saline – PBS), oĉišćene od mišićnog tkiva, i preseĉene sa krajeva. 
Kostna srž je istisnuta u Petri šolju ispiranjem PBS-om kroz centrani kanal kosti uz 
korišćenje šprica sa tankom iglom (25G). Kost je ispirana dok se ne izgubi crvena boja, 
a zatim je kostna srž resuspendovana u Petri šolji upotrebom šprica bez igle i 
profiltrirana kroz filter sa veliĉinom pora 40 µm. Ćelije kostne srži su prebaĉene u tubu i 
centrifugirane na 400 g tokom 6 minuta. Supernatant je odbaĉen a eritrociti su lizirani 
dodatkom 1 ml hladnog puferu za liziranje (154 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 100 µM 
EDTA). Liziranje je zaustavljeno dodatkom 10 ml RPMI 1640 glutaMAX medijuma i 
suspenzija je ponovo centrifugirana (400 g, 6 min). Ćelije su resuspendovane i brojane u 
Birker-Tirkovoj komori obojene tripan plavim, a zatim su razblažene u kompletnom 
medijumu za dendritske ćelije (RPMI 1640 glutaMAX medijum, sa 10% fetalnog 
goveĊeg seruma seruma inaktiviranog toplotom, 1 mM natrijum-piruvatom, penicilinom 
(100 U/ml), streptomicinom (100 µg/ml), 1% neesencijalnim aminokiselinama i 0,1 mM 
β-merkaptoetanolom) do koncentracije 3x10
5
 ćelija/ml. Po 10 ml suspenzije je razliveno 
u Petri šolje. Na kraju je dodat GM-CSF u finalnoj koncentraciji 10 ng/ml. Ćelije su 
inkubirane na 37 °C u vlažnoj atmosferi sa 5% CO2. Medijum je osvežen trećeg dana 
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dodatkom 10 ml kompletnog medijuma sa 20 ng/ml GM-CSF-a. Dendritske ćelije 
dobijene iz kostne srži miša su spremne za eksperimente nakon šest dana kultivacije. 
Šestog dana su pokupljene ćelije u suspenziji i ćelije koje slabo adheriraju (blagim 
lupanjem šakom o Petri šolju). 
4.4.6. Preuzimanje alergena od strane dendritskih ćelija 
Nativni i glikovani BLG su obeleženi fluorescentnom bojom, FITC-om prema 
uputstvima proizvoĊaĉa. FITC-nativni BLG i FITC-glikovani BLG su odvojeni od 
nevezane FITC boje rasoljavanjem kroz PD-10 kolonu (GE Healthcare, Upsala, 
Švedska). Efikasnost obeležavanja nativnog i glikovanog BLG je odreĊena merenjem 
apsorbancija na 480 nm i 280 nm. Odnos A480/A280 za ova dva preparata bio je bez 
statistiĉki znaĉajnih razlika. Koncentracija proteina u uzorku je odreĊena BCA 
metodom (kao što je opisano u odeljku 4.3.2.) i uzorci su do upotrebe ĉuvani na -20 °C, 
zaštićeni od svetlosti. 
FITC-nativni i FITC-glikovani BLG koncentracije 10 μg/ml su inkubirani sa 
dendritskim ćelijama koncentracije 1x10
6
 ćelija/ml u kompletnom RPMI medijumu u 
toku 0, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90 i 120 minuta na 37 °C u vodenom kupatilu. Nakon 
naznaĉenih vremena uzimani su alikvoti od 100 µl i dodavani u mini tube koje su 
sadržale 500 µl hladnog PBS-a kako bi se zaustavio proces internalizacije alergena od 
strane dendritskih ćelija. Ćelije su isprane PBS-om i na kraju prebaĉene u mikrotitar 
ploĉicu u finalnoj zapremini od 200 µl. Internalizacija je praćena protoĉnom 
citometrijom na ureĊaju BD Accuri C6 Cytometer (BD Biosciences, San Hoze, 
Sjedinjene Ameriĉke Države). Praćen je intenzitet fluorescencije u populaciji 
dendritskih ćelija i rezultati su prikazani kao srednji intenzitet fluorescencije (engl. 
mean fluorescence intensity – MFI) ili kao procenat FITC-pozitivnih dendritskih ćelija. 
Za obradu podataka korišćen je BD Accuri C6 softverski program. 
4.4.7. Inhibicija endocitoze 
U cilju ispitivanja mehanizma kojim su BLG alergeni preuzeti od strane 
dendritskih ćelija, dendritske ćelije su tretirane inhibitorima razliĉitih puteva 
endocitoze. Kao inhibitori su korišćeni latrunkulin B (10 μg/ml) ili jasplakinolid (1 
µM), za inhibiciju fagocitoze, amilorid (2 mM), za inhibiciju makropinocitoze, i PAO 
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(2 μM), za inhibiciju receptorom-posredovane endocitoze. Za inhibiciju specifiĉnih 
receptora, dendritske ćelije su bile tretirane dekstran-sulfatom (100 µg/ml) ili 
poliinozinom (200 μg/ml) za inhibiciju SR, i FPS-ZM 1 (0.3 µM), za inhibiciju RAGE 
receptora. Nakon inkubacije dendritskih ćelija sa navedenim inhibitorima tokom 30 
minuta na 37 °C, ćelije su stimulisane sa 10 µg/ml FITC-nativnog ili FITC-glikovanog 
BLG-a. Intenzitet FITC fluorescencije je sniman u dendritskim ćelijama nakon 30 
minuta internalizacije, na naĉin koji je opisan u odeljku 4.4.6.  
4.4.8. Konfokalna mikroskopija 
Dendritske ćelije (1x10
5
 ćelija) u odsustvu ili prisustvu gore navedenih 
inhibitora, pod istovetnim uslovima, nakon 30 minuta inkubacije sa FITC-obeleženim 
uzorcima BLG-a su isprane u PBS-u i citospinom (Shandon Cytospin 2 centrifuga, 
Thermo Fisher Scientific Inc, Valtham, Sjedinjene Ameriĉke Države) transferovane na 
predmetna mikroskopska stakla. Ćelije su snimane na Leica TCS SPE-2 konfokalnom 
mikroskopu (Leica Microsystems GmbH, Manhaim, Nemaĉka) i analizirane u Leica 
Application Suite-Advanced Fluorescence programu (LAS AF, Leica Microsystems 
GmbH, Manhaim, Nemaĉka). 
4.4.9. Praćenje endolizozomalne degradacije 
U cilju praćenja alergena tokom endolizozomalne degradacije, nativni i 
glikovani BLG su kovalentno vezani za polistirenska zrnca (Polysciences, Inc., 
Varington, Sjedinjene Ameriĉke Države), prema uputstvima proizvoĊaĉa. Približno 
1.7x10
8
 polistirenskih zrnaca je aktivirano sa 8% (v/v) glutaraldehidom u PBS-u, tokom 
4 sata uz konstantno mešanje na sobnoj temperaturi, a zatim je glutaraldehid ispran 
PBS-om. Na aktivirana zrnca su dodati nativni ili glikovani BLG (0,5 mg/ml, 0,5 ml) i 
smeše su ostavljene preko noći na +4 °C uz konstantno mešanje. Neizreagovala mesta 
su blokirana inkubacijom sa 0,5 M glicinom tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi, 
nakon ĉega su zrnca bila spremna za ispitivanje endolizozomalne degradacije. 
Endolizozomalna degradacija je praćena na osnovu protokola koji je publikovao 
Hofman sa saradnicima [129], uz male modifikacije. Ukupno 12,5x10
6
 dendritskih 
ćelija, izolovanih iz naivnog C3H/HeOuJ miša, kao što je opisano u poglavlju 4.4.5, je 
inkubirano sa 50x10
6
 zrnaca prekrivenih nativnim ili glikovanim BLG-om na 37 °C 
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kako bi se omogućila fagocitoza. Fagocitoza je zaustavljena nakon 15 minuta dodatkom 
PBS ĉija je temperatura iznosila +4 °C. Neinternalizovana zrnca su tri puta isprana 
flotacijom pomoću fetalnog goveĊeg seruma na +4 °C. Dendritske ćelije su 
resuspendovane u 2,5 ml kompletnog RPMI medijuma i inkubirane na 37 °C kako bi 
otpoĉelo sazrevanje fagozoma. Uzimani su alikvoti od 480 μl nakon 0, 30, 120, 240 i 
720 minuta, u kojima je zaustavljano sazrevanje fagozoma dodatkom 1 ml hladnog 
PBS-a. Alikvoti su zatim centrifugirani na 400 g tokom 5 minuta na +4 °C. Potaložene 
dendritske ćelije su lizirane u puferu za liziranje (50 mM tris, 150 mM NaCl, 0,5% 
Triton X, 1 mM DTT, 10 μg/ml Dnaza I, pH=7,4, uz dodatak kompletnog koktela 
inhibitora proteaza (Roche, Ujedinjeno Kraljevstvo)), preko noći na +4 °C. 
Nedegradovani nativni ili glikovani BLG na površini polistirenskih zrnaca su obeleženi 
zeĉijim poliklonskim anti-BLG antitelom 1:1000 (Fitzgerald, 70R-LR011) i zatim anti-
zeĉijim Alexa-488 antitelom (Invitrogen A11034). Intenzitet Alexa-488 signala, 
direktno proporcionalan koliĉini nerazgraĊenog BLG-a, je odreĊivan protoĉnom 
citometrijom. 
4.4.10. Mešovita kultura dendritskih ćelija i BLG-specifičnih CD4
+
 T-ćelija 
Eksperiment mešovite kulture dendritskih i CD4
+
 T-ćelija je uraĊen prema ranije 
objavljenom protokolu [130]. Shema imunizacije i postavljanja mešovite kulture su 
prikazane na shemi 3.1. Za dobijanje BLG-specifiĉnih CD4
+
 T-ćelija korišćeni su 
miševi C3H/HeOuJ soja, imunizovani nativnim BLG-om. Tri miša su nultog i sedmog 
dana intraperitonealno (i.p.) injektovana sa 200 µl smeše koja je sadržala 100 μg 
nativnog BLG-a i 1 mg aluminijum-hidroksida (Imject Alum, Pierce, Holandija). 
Ĉetrnaestog dana su miševi žrtvovani i izolovane su slezine. Slezine su 
homogenizovane u hladnom RPMI medijumu i profiltrirane kroz filter sa porama 
veliĉine 70 µm. Suspenzija je zatim centrifugirana na 400 g tokom 6 minuta na +4 °C. 
Supernatant je odbaĉen, a ćelije (talog) su preĉišćene od eritrocita na naĉin koji je 
opisan u odeljku 4.4.5.). Od dobijenih ćelija slezine, CD4
+
 T-ćelije su izolovane na 
osnovu komercijalno dostupnog seta Dynal Mouse CD4 Negative Isolation Kit (Life 
Technologies, Karlsbad, Sjedinjene Ameriĉke Države), prema uputstvim proizvoĊaĉa. 
Ovaj set se zasniva na osnovu negativne izolacije, što znaĉi da antitelima, koja su 
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vezana za magnetne kuglice, bivaju prepoznate sve ćelije mišje slezine osim CD4
+
 T-
ćelija, i samo ove ćelije bivaju nevezane za magnetne kuglice. 
 
Shema 3.1. Postavka eksperimenta mešovite kulture dendritskih ćelija sa CD4
+
 T ćelijama. 
Legenda: Alum - aluminijum-hidroksid (Imject Alum, Pierce); I.P. – intraperitonealno. 
 
Sedmog dana su izolovane ćelije kostne srži iz neimunizovanog, naivnog 
C3H/HeOuJ miša (kako je opisano u odeljku 4.4.5.), koje su do 14. dana bile 
izdiferencirane u dendritske ćelije. Ĉetrnaestog dana dendritske ćelije su bile 
stimulisane sa 50 μg/ml nativnog ili glikovanog BLG-a tokom 2 sata, nakon ĉega su 
isprane od neinternalizovanih alergena i bile spremne za mešovitu kulturu. Mešovita 
kultura je postavljena u ploĉici sa 48 bunara i sastojala se od 125 µl dendritskih ćelija 
(8x10
5




 ćelija/ml). Nakon 72 sata inkubacije na 
37 °C u vlažnoj atmosferi sa 5% CO2, sakupljeni su supernatanti u kojima je odreĊen 
nivo citokina (IFN-γ, IL-5, IL-10 i IL-13) na osnovu komercijalno dostupnih setova koji 
se zasnivaju na metodi ELISA (e-Bioscience, Austrija). 
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4.4.11. Umreţavanje FcεRI receptora nativnim i glikovanim BLG-om u prisustvu 
himernih anti-BLG IgE antitela 
Humanizovana ćelijska linija leukemije bazofila pacova RS-ATL8 je dobijena 
ljubaznošću profesora Nakamure sa Nacionalnog instituta za nauke o zdravlju iz Tokija, 
iz Japana. Ova ćelijska linija je uspostavljena uvoĊenjem gena za luciferazu u RBL-
SX38 ćelije (ćelije leukemije bazofila pacova koje eksprimiraju α, β, γ lanac humanog 
FcεRI receptora), koji se eksprimira kada se pokrene signalni put nuklearnog faktora 
aktiviranih T-ćelija (NFAT) [131]. RS-ATL8 linija je u ovoj disertaciji upotrebljena za 
poreĊenje sposobnosti nativnog i glikovanog BLG-a da umreže FcεRI receptore na 
osnovu merenja ekspresije luciferaze. Eksperiment je izveden kao što je prethodno 
opisano [132], uz male modifikacije. RS-ATL8 ćelije su posejane (5x10
4
 ćelija u 50 µl 
po bunaru) u ploĉicu sa 96 bunara sa ravnim dnom i senzitisane preko noći sa smešom 
šest himernih anti-BLG IgE monoklonskih antitela (1 μg/ml svakog humanizovanog IgE 
antitela) [133]. Ćelije su isprane sa sterilnim PBS-om i zatim stimulisane u toku 1 sata 
na 37 °C u atmosferi sa 5% CO2 sa 50 µl/bunaru nativnog ili glikovanog BLG-a 
razblaženog u MEM medijumu sa 10% fetalnog goveĊeg seruma u ĉetiri razliĉite 
koncentracije (1, 10, 100 and 1000 ng/ml) ili sa 1 µg/ml kozjeg anti-humanog IgE 
antitela (DakoCytomation, Glostrup, Danska). Nakon stimulacije, ćelijama je dodato 50 
µl rastvora supstrata za luciferazu, koji sadrži i reagens za liziranje ćelija (ONE-Glo, 
promega Corp., Tokio, Japan). Zatim je u bunarima merena hemiluminiscencija na 
EnVision ĉitaĉu (PerkinElmer, Inc, Masaĉusets, Sjedinjene Ameriĉke Države). Nivoi 
ekspresije luciferaze su predstavljeni kao povećanje u intenzitetu svetlosti u poreĊenju 
sa nivoom pozadinske ekspresije. 
4.4.12. Statistička obrada podataka 
Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna devijacija (S.D.) ili 
standardna greška srednje vrednosti (S.E.M.) i analizirani u GraphPad Prism programu 
(La Jolla, San Diego, Sjedinjene Ameriĉke Države). Za analizu statistiĉke znaĉajnosti 
razlika srednjih vrednosti je korišćen Studentov t-test. Vrednost parametara p manja od 




5. Rezultati i diskusija 
5.1. Modifikacije proteina kravljeg mleka u Majarovoj reakciji tokom 
tretmana ultrazvukom u uslovima makromolekulskog nagomilavanja: 
karakterizacija i funkcionalne osobine 
Kravlja surutka se dobija iz kravljeg mleka kao sporedni proizvod u proizvdnji 
sira. Nalazi široku primenu u prehrambenoj industriji gde se koristi kao aditiv u brojnim 
prehrambenim proizvodima. Proteini surutke su jako cenjeni, kako zbog visoke 
nutritivne vrednosti, tako i zbog odliĉnih tehnološko-funkcionalnih osobina. U ovom 
delu doktorske distertacije, proteini surutke su u cilju dodatnog poboljšanja tehnološko-
funkcionalnih osobina modifikovani u Majarovoj reakciji ubrzanoj ultrazvuĉnim 
tretmanom visokog intenziteta (sonifikacijom), kao novom tehnologijom za 
procesovanje hrane. Sonifikacija omogućava realizaciju Majarove reakcije u vodenoj 
sredini, u kratkom vremenskom periodu i na niskim temperaturama ĉime se reakcija 
limitira uglavnom na poĉetne faze. TakoĊe, sonifikacija je izvedena i u uslovima 
makromolekulskog nagomilavanja, koje dodatno ubrzava Majarovu reakciju i doprinosi 
oĉuvanju strukture i stabilnosti proteina. Modifikovani proteini surutke su detaljno 
okarakterisani. Ispitane su njihove fiziĉko-hemijske osobine, strukturne i oksidativne 
promene, stabilnost u ekstremnim uslovima i antioksidativna moć. 
5.1.1. Praćenje formiranja Majarovih proizvoda tokom ultrazvučnog tretmana 
Rane faze Majarove reakcije se karakterišu formiranjem fluorofora sa emisionim 
maksimumom na približno 425 nm kada se ekscituju na 350 nm [26]. Sonifikacija 
proteina kravlje surutke u prisustvu šećera, u sWP/Ara uzorku, znaĉajno je povećala 
intenzitet fluorescencije, ukazujući na formiranje ranih Majarovih proizvoda (Grafik 
1.1.A). Uslovi makromolekulskog nagomilavanja, u sWP/Ara/PEG uzorku doveli su do 
daljeg povećanja fluorescencije (Grafik 1.1.A). Nesonifikovani uzorak sa arabinozom, 
WP/Ara, i sonifikovan uzorak u odsustvu šećera, sWP, nisu pokazali znaĉajan porast u 





Grafik 1.1. Efekti ultrazvučnog tretmana visokog intenziteta na A) fluorescenciju, B) apsorbanciju 
na 294 nm i 420 nm, C) promene u pH vrednosti i D) preostali sadrţaj slobodnih amino grupa 
proteina surutke sa ili bez prisustva arabinoze i nagomilavajućeg agensa (PEG-6000). Legenda: WP 
– proteini surutke, WP/Ara – proteini surutke u smeši sa arabinozom, sWP – sonifikovani proteini 
surutke, sWP/Ara – sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG – 
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. Za analizu statističke značajnosti 
korišćena je jednosmerna ANOVA praćena Takijevim testom. a, b, c i d predstavljaju statistički 
značajnu razliku sa parametrom p < 0.05. 
 
Kasnije faze Majarove reakcije se karakterišu formiranjem UV-apsorbujućih 
intermedijernih produkata i nastankom kasnih tamnih (braon) pigmenata [26]. Statistiĉki 
znaĉajno povećanje (p < 0.05) UV apsorbancije na 294 nm pokazalo je formiranje 
intermedijernih proizvoda Majarove reakcije u sWP/Ara i sWP/Ara/PEG uzorcima 
(Grafik 1.1.B). TakoĊe, došlo je do statistiĉki znaĉajnog povećanja (p < 0.05) 
apsorbancije na 420 nm koja svedoĉi o formiranju tamnih, braon pigmenta u sWP/Ara 
uzorku u poreĊenju sa netretiranim WP/Ara uzorkom. Prisustvo nagomilavajućeg 
agensa dramatiĉno povećava tamnjenje sWP/Ara/PEG uzorka, usled intenzivnijeg 
formiranja hromofora (Grafik 1.1.B). Iako su se braon pigmenti (A420) formirali 
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paralelno sa intermedijernim proizvodima (A294), u uslovima makromolekulskog 
nagomilavanja je odnos A294/A420 niži (Tabela 1.1), što ukazuje da uslovi 
makromolekulskog nagomilavanja ubrzavaju napredovanje Majarove reakcije prema 
kasnijim fazama. Formiranje UV apsorbujućih jedinjenja i braon pigmenata tokom 
ultrazvuĉnog tretmana u sistemima šećer/BLG ili šećer/aminokiselina u rastvoru je 
takoĊe nedavno opisano [9, 107, 134]. 
Promene u pH vrednosti se mogu koristi kao indikacija stepena realizacije 
Majarove reakcije, jer se u toku reakcije formiraju organske kiseline, što rezultira 
padom pH vrednosti sistema [135]. Prisustvo nagomilavajućeg agensa je uzrokovalo 
statistiĉki znaĉajnije smanjenje pH vrednosti (p < 0.05) u poreĊenju sa sistemom bez 
PEG-6000 (Grafik 1.1.C), zbog intenzivnije realizacije Majarove reakcije. 
Majarova reakcija je takoĊe praćena odreĊivanjem sadržaja slobodnih amino 
grupa nakon sonifikacije (Grafik 1.1.D). Sonifikacija u prisustvu arabinoze je dovela do 
znaĉajnog (p < 0.05) smanjenja u sadržaju slobodnih amino grupa proteina surutke, dok 
je u uslovima makromolekulskog nagomilavanja ovo smanjenje bilo još izraženije (p < 
0.05), ukazujući na povećan stepen realizacije Majarove reakcije. Svi ovi rezultati 
pokazuju da makromolekulsko nagomilavanje, tj. prisustvo PEG-6000, dovodi do 
ubrzanja Majarove reakcije indukovane sonifikacijom. 
Tabela 1.1. Odnos intermedijernih i kasnih proizvoda Majarove reakcije izraţen kao odnos 
apsorbancija na 294 i 420 nm. Legenda: WP – proteini surutke, WP/Ara – proteini surutke u smeši 
sa arabinozom, sWP – sonifikovani proteini surutke, sWP/Ara – sonifikovani proteini surutke u 
prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG – sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-
6000. 
 WA WA/Ara sWA sWA/Ara sWA/Ara/PEG 
A294/A420 1.067 1.256 1.202 0.985 0.539 
 
Tokom tamnjenja uzrokovanog Majarovom reakcijom paralelno može doći i do 
karamelizacije, naroĉito u prisustvu visokih koncentracija šećera. Reakcije 
karamelizacije doprinose ukupnom neenzimskom tamnjenju, naroĉito u alkalnim pH 
opsezima, i pri visokim temperaturama i pritiscima, dajući obojene polimere [136]. 
Kada je arabinoza sa ili bez PEG-a sonifikovana pod istim ulsovima kao i smeša 
proteina surutke i arabinoze, došlo je do neenzimskog tamnjenja reakcijama 
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karamelizacije (Grafik 1.2). MeĊutim, u uzorcima sa ili bez nagomilavajućeg agensa, 
ukupan doprinos karamelizacije apsorbanciji na 294 nm bio je manji od 1%, a 
apsorbanciji na 420 nm manji od 5%. Ultrazvuĉni tretman je rezultovao u karamelizaciji 
niskog stepena, verovatno zbog brzog zagrevanja i hlaĊenja sistema.  
 
 
Grafik 1.2. Efekti ultrazvučnog tretmana visokog intenziteta na apsorbanciju na 294 i 420 nm 
rastvora arabinoze u prisustvu ili odsustvu PEG-6000. Ara – arabinoza, sAra – sonifikovana 
arabinoza, sAra/PEG – sonofikovana arabinoza u prisustvu PEG-6000. Statistička značajnost 
razlika srednjih vrednosti je poređena jednosmernom ANOVA-om praćenom Takijevim testom. a, 
b i c označavaju statistički značajne razlike (p < 0.05). 
 
Za razliku od klasiĉnog zagrevanja, u sonifikovanim sistemima nastaju lokalna 
mesta sa visokim temperaturama i visokim pritiscima (oko 5000 K i 1000 atm unutar 
vazdušnih mehurova) [95], koja dovode do povećane reaktivnosti hemijskih vrsta na 
dodirnoj površini gas-teĉnost i u blizini kolabirajućih vazdušnih mehurova. Uslovi 
makromolekulskog nagomilavanja dodatno povećavanju brzine reakcija, povećanjem 
hemijskog potencijala, odnosno efektivne koncentracije molekula proteina, zbog efekta 
ekskluzije zapremine. Iako uslovi ekskludovane zapremine smanjuju koeficijent difuzije 
reaktanata, vodeni mlazovi velikih brzina (400 km/h), uzrokovanih sonifikacijom, 
stvaraju visoko turbulentan protok i jake sile smicanja, koje znaĉajno povećavaju 




5.1.2. Karakterizacija glikokonjugata proteina kravlje surutke elektroforetskim 
analizama 
Rezultati SDS-PAGE analize pod redukujućim i neredukujućim uslovima su 
prikazani na Slikama 1.1.A i 1.1.B. Proteinske trake koje odgovaraju ALA, i posebno 
BLG-u, nakon sonifikacije u prisustvu arabinoze pokazuju razmaz prema većim 
molekulskim masama, do kojeg dolazi zbog vezivanja razliĉitog broja molekula šećera 
za proteine surutke. U uslovima makromolekulskog nagomilavanja razmaz je izraženiji, 
ukazujući na efikasnije glikovanje. SDS-PAGE pod redukujućim uslovima (Slika 1.1.A) 
pokazuje formiranje dimera BLG-a, ukazijući na to da su povezani nedisulfidnim 
kovalentnim vezama, a koji nastaju kao posledica Majarove reakcije. Udeo dimera 
BLG-a je povećan u prisustvu PEG-a, usled intenzivnije reakcije neenzimskog 
glikovanja. SDS-PAGE pod neredukujućim uslovima (Slika 1.1.B) pokazuje da 
ultrazvuĉni tretman proteina surutke ili smeše proteina surutke sa arabinozom i PEG-
6000 dovodi do formiranja proteinskih polimera visokih molekulskih masa, koji se 
uoĉavaju na gelu za koncentrovanje i blizu granice sa razdvajajućim gelom. MeĊutim, 
ovi polimeri nisu prisutni pod redukujućim uslovima (Slika 1.1.A), što jasno pokazuje 
da su proteinske vrste visokih molekulskih masa formirane disulfidnim vezama. Ovi 
rezultati ukazuju da sonifikacija samih proteina surutke dovodi do formiranja 
disulfidnih polimera, a da prisustvo arabinoze smanjuje ovaj efekat, verovatno zbog 
stabilizujućeg efekta saharida. MeĊutim, sa napredovanjem Majarove reakcije u 
uslovima makromolekulskog nagomilavanja, ovaj stabilizujući efekat saharida je 
delimiĉno prevaziĊen i disulfidni polimeri se formiraju kao posledica intenzivne 
Majarove reakcije. 
U nativnoj elektroforezi se još jasnije uoĉava da su tri glavna proteina surutke, 
ALA, BLG i BSA, glikovana sonifikacijom u prisustvu arabinoze i da je glikovanje 
intenzivnije u uslovima makromolekulskog nagomilavanja. Glikovanje je najizraženije 
u sluĉaju BLG-a, i to njegove obe izoforme, A i B. Duži predjeni put glikovanih 
proteina u nativnoj elektroforezi, uprkos povećanju masa, ukazuje na smanjenje njihove 




Slika 1.1. Procena molekulskih masa proteina surutke tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta, 
sa ili bez arabinoze i sa ili bez PEG-6000. SDS-PAGE pod A) redukujućim uslovima, B) 
neredukujućim uslovima, i C) nativna elektroforeza. Legenda: ALA – α-laktalbumin; BLG – β-
laktoglobulin; BSA – goveđi serum albumin; IgG L – laki lanac imunoglobulina; IgG H – teški 
lanac imunoglobulina; LF – laktoferin; LP – laktoperoksidaza, WP – proteini surutke, WP/Ara – 
proteini surutke u smeši sa arabinozom, sWP – sonifikovani proteini surutke, sWP/Ara – 
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG – sonifikovani proteini surutke 




5.1.3. Promene u sekundarnoj i tercijarnoj strukturi proteina kravlje surutke 
CD spektri u dalekoj UV oblasti sonifikovanih i glikovanih uzoraka, se neznatno 
razlikuju od spektra netretiranih proteina kravlje surutke (Grafik 1.3.A). Razlike u 
procentima sekundarnih struktura nisu statistiĉki znaĉajne (Tabela 1.2), izuzev blago 
povećanih neureĊenih struktura u sWP uzorku i blago povećanom sadržaju α-heliksa u 
sWP/Ara uzorku. Ovi rezultati pokazuju da sonifikacija, kao i glikovanje arabinozom ne 
narušavaju sekundarne strukture proteina surutke pod primenjenim uslovima, ĉak ni u 
sluĉaju intenzivnog glikovanja u prisustvu nagomilavajućeg agensa. Ovo je u 
saglasnosti sa prethodnom studijom koja je pokazala da ultrazvukom indukovano 
glikovanje BLG-a rezultuje u neznatnim promenama u sekundarnim strukturama [9].
 
 
Grafik 1.3. CD spektri proteina kravlje surutke sonifikovanih u prisustvu ili odsustvu arabinoze i 
PEG-6000. CD spektri su snimljeni u dalekoj UV oblasti (A) i u bliskoj UV oblasti (B). WP – 
proteini surutke, WP/Ara – proteini surutke u smeši sa arabinozom, sWP – sonifikovani proteini 
surutke, sWP/Ara – sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG – 
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. 
 
CD spektri u bliskoj UV oblasti netretiranih proteina surutke sa ili bez 
arabinoze, pokazuju pik na 295 nm, karakteristiĉan za BLG (Grafik 1.3.B). Nakon 
sonifikacije ovaj pik se smanjuje, ukazujući da je tercijarna struktura delimiĉno 
narušena tretmanom. Prisustvo arabinoze tokom tretmana ostvarilo je stabilizujući 
efekat na tercijarnu strukturu, meĊutim, u uslovima makromolekulskog nagomilavanja, 
gde je stepen realizacije Majarove reakcije znaĉajno povećan, tercijarna struktura je 
takoĊe delimiĉno narušena, zbog intenzivnog glikovanja proteina. Uprkos ĉinjenici da 
uslovi makromolekulskog nagomilavanja povećavaju stepen realizacije Majarove 
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reakcije, kao i stepen glikovanja, tercijarna struktura nije dramatiĉno promenjena zbog 
stabilizujućih efekata arabinoze i PEG-6000, koji spreĉavaju denaturaciju i poslediĉnu 
agregaciju proteina. 
Tabela 1.2. Sadrţaj sekundarnih struktura proteina surutke izračunat je primenom CONTIN 
algoritma, dostupnog u okviru CDPro paketa, na osnovu referentnog seta proteina SP29. 
Procentualni sadrţaj sekundarnih struktura poređen je jednosmernom ANOVA-om praćenom 
Takijevim testom. a i b označavaju statistički značajne razlike (p < 0.05). Legenda: WP – proteini 
surutke, WP/Ara – proteini surutke u smeši sa arabinozom, sWP – sonifikovani proteini surutke, 
sWP/Ara – sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG – sonifikovani 
proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. 
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Promene u površinskoj hidrofobnosti proteina surutke su praćene na osnovu 
vezivanja hidrofobne fluorescentne probe, ANS-a, ĉiji intenzitet fluorescencije zavisi od 
polarnosti sredine u kojoj se nalazi. Kada se nekovalentno veže za hidrofobne delove na 
površini proteina, njen fluorescentni intenzitet se povećava, a talasna dužina emisionog 
maksimuma se smanjuje. Sonifikovani proteini surutke u prisustvu ili odsustvu saharida 
su povećali kvantni prinos ANS-a u poreĊenju sa netretiranim, nativnim proteinima 
(Grafik 1.4). Sonifikacija u uslovima makromolekulskog nagomilavanja, dovela je kako 
do povećanja intenziteta fluorescencije, tako i do pomeranja emisionog maksimuma 
prema nižim talasnim dužinama, sa 468 na 461 nm, ukazujući da intenzivno glikovani 
proteini surutke poseduju novo-izložene hidrofobne regione na površini proteina. Ranija 
studija je pokazala da ultrazvukom indukovano glikovanje glavnog alergena kravlje 
surutke, BLG-a, dovodi do povećane površinske hidrofobnosti zbog izlaganja 
hidrofobnih regiona na površinu proteina [9]. 
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Za razliku od klasiĉnog tretmana zagrevanjem, kod sonifikacije su brzine 
zagrevanja i hlaĊenja ekstremno velike, i tako omogućavaju proteinima da ostanu u 
svojoj nativnoj konformaciji, ĉak i kada su tretirani snagom od > 100 W/cm
2
. 
Lokalizovana vrela mesta nastala brzim kolapsom akustiĉnih šupljina su kratkoživeća (< 
1 µs) [95]. To kratko vreme je verovatno dovoljno dugaĉko da izloži reaktivne grupe 
proteina, kroz reverzibilno delimiĉno razvijanje proteina i omogući odigravanje 
reakcija, ali je previše kratko da bi indukovalo znaĉajne promene u konformaciji 
proteina. Uslovi makromolekulskog nagomilavanja dodatno stabilizuju strukturu 
proteina i tako zajedno sa sonifikacijom obezbeĊuju blage reakcione uslove. 
 
Grafik 1.4. Vezivanje fluorescentne hidrofobne probe, ANS-a, za sonifikovane alergene surutke u 
prisustvu ili odsustvu arabinoze i nagomilavajućeg agensa. Legenda: WP – proteini surutke, 
WP/Ara – proteini surutke u smeši sa arabinozom, sWP – sonifikovani proteini surutke, sWP/Ara – 
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG – sonifikovani proteini surutke 
u prisustvu arabinoze i PEG-6000. 
 
5.1.4. Oksidativne modifikacije proteina kravlje surutke 
Sonifikacija dovodi do sonolize vode i generisanja slobodno-radikalskih vrsta, 
ukljuĉujući i hidroksil radikal [137]. Nekoliko studija je pokazalo da neenzimsko 
glikovanje model proteina takoĊe dovodi do formiranja slobodnih radikala [138]. S toga 
je u ovoj studiji ispitano da li Majarova reakcija indukovana sonifikacijom rezultuje u 
oksidativnim modifikacijama proteina kravlje surutke i da li makromolekulsko 
nagomilavanje utiĉe na ove oksidativne procese. 
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Sonifikacija proteina surutke dramatiĉno je smanjila sadržaj slobodnih 
sulfhidrilnih grupa (Grafik 1.5.A). MeĊutim, stepen oksidacije sulfhidrilnih grupa pri 
sonifikaciji u prisustvu arabinoze je statistiĉki znaĉajno manji (p < 0.05), verovatno 
zbog zaštitnog efekta saharida. U uslovima makromolekulskog nagomilavanja, visok 
stepen realizacije Majarove reakcije je doveo do oksidacije –SH grupa i formiranja 
disulfidnih polimera. Sadržaj sulfhidrilnih grupa je u saglasnosti sa SDS-PAGE 
analizom (Slika 1.1.B) gde se uoĉava da je najveća koliĉina disulfidnih polimera 
prisutna u sWP uzorku, manje ih je formirano u sWP/Ara/PEG uzorku, a neznatna 
koliĉina se zapaža u sWP/Ara uzorku. Ovi rezultati ukazuju na zaštitni efekat saharida i 
PEG-6000. 
 
Grafik 1.5. Sadrţaj preostalih sulfhidrilnih grupa (A) i proteinskih karbonila (B) proteina surutke 
nakon tretmana sonifikacije u prisustvu ili odsustvu arabinoze i PEG-6000. Legenda: WP – 
proteini surutke, WP/Ara – proteini surutke u smeši sa arabinozom, sWP – sonifikovani proteini 
surutke, sWP/Ara – sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG – 
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. Razlike srednjih vrednosti su 
analizirane jednosmernom ANOVA-om praćenom Takijevim testom. a, b i c označavaju statistički 
značajne razlike (p < 0.05). 
 
Poznato je da hidroksil radikali mogu doprineti formiranju proteinskih karbonila. 
Pored toga, poznato je i da tokom Majarove reakcije nastaju reaktivni α-dikarbonili, koji 
uzrokuju oksidativnu deaminaciju baznih aminokiselinskih ostataka [139]. U sistemu 
gde je Majarova reakcija pospešena sonifikacijom, proteinski karbonili mogu nastati 
dejstvom hidroksil radikala poreklom iz sonolize vode i/ili dejstvom α-dikarbonila 
nastalih u Majarovoj reakciji. Grafik 1.5.B pokazuje da je sadržaj proteinskih karbonila 
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u sWP/Ara uzorku znaĉajno povećan (p < 0.05) u poreĊenju sa kontrolnim uzorcima. 
Znatno veći sadržaj proteinskih karbonila je detektovan u uzorku tretiranom u prisustvu 
PEG-6000, ukazujući da je formiranje kabonila u direktoj vezi sa stepenom realizacije 
Majarove reakcije. Odsustvo statistiĉki znaĉajnog sadržaja karbonila u sWP uzorku 
ukazuje da su proteinski karbonili nastali kao posledica efekata α-dikarbonila 
formiranih tokom Majarove reakcije. Meltreter je sa saradnicima pokazao da dolazi do 
oksidativnih modifikacija proteina surutke kada se zagrevaju u prisustvu laktoze, 
posebno oksidacije lizina do aminoadipat-semialdehida [140]. 
 
Grafik 1.6. Sadrţaj ukupnih i proteinskih hidroperoksida proteina surutke nakon tretmana 
sonifikacije u prisustvu ili odsustvu arabinoze i PEG-6000. Legenda: WP – proteini surutke, 
WP/Ara – proteini surutke u smeši sa arabinozom, sWP – sonifikovani proteini surutke, sWP/Ara – 
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG – sonifikovani proteini surutke 
u prisustvu arabinoze i PEG-6000. Razlike srednjih vrednosti su analizirane jednosmernom 




 radikali, indukovani kavitacijom, mogu podleći razliĉitim 
reakcijama formiranjući druge ROS, koji dalje mogu reagovati sa razliĉitim hemijskim 
strukturama na proteinima, stvarajući proteinske radikale. Proteinski radikali reaguju sa 
O2 pri ĉemu nastaje peroksil radikal koji može apstrahovati vodonikov atom, nakon 
ĉega se dobija proteinski hidroperoksid [141]. Tokom Majarove reakcije takoĊe može 
nastati H2O2. On nastaje ili razgradnjom Amadorijevih produkata putem 1,2- ili 1,3-
enolizacije i oksidacijom enolatnog anjona, ili auotooksidacijom saharida [142]. 
Formirani H2O2 lako reaguje sa metalnim jonima, prisutnim u tragovima i daje hidroksil 
radikal. S toga, u sistemu gde je Majarova reakcija pospešena sonifikacijom, proteinski 
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hidroperoksidi mogu nastati kako kao posledica same sonifikacije, tako i kao posledica 
Majarove reakcije. U sonifikovanim uzorcima surutke sa arabinozom detektovana je 
mala koliĉina proteinskih hidroperoksida u poreĊenju sa kontrolnim uzorcima (Grafik 
1.6). Sadržaj proteinskih hidroperoksida u uzorku sonifikovanih proteina surutke u 
odsustvu saharida je bio ispod limita detekcije, što ukazuje da su proteinski 
hidroperoksidi nastali kao poslediaca realizacije Majarove reakcije, a ne kao posledica 
sonokatalize. U prisustvu PEG-6000 nastala je znaĉajno veća (p < 0.05) koliĉina 
proteinskih hidroperoksida, ukazujući da je veći stepen realizacije Majarove reakcije u 
direktnoj vezi sa povećanim oksidativnim promenama na proteinima. 
OdreĊivanje ukupnih hidroperoksida pokazalo je da su hidroperoksidi prisutni u 
svim uzorcima koji sadrže arabinozu, ali da je njihov sadržaj znaĉajno veći nakon 
tretmana sonifikacije (Grafik 1.6). U prisustvu nagomilavajućeg agensa nije primećen 
statistiĉki znaĉajan porast u sadržaju ukupnih hidroperoksida, ukazujući da uslovi 
makromolekulskog nagomilavanja pojaĉavaju oksidaciju proteina ali ne i autooksidaciju 
arabinoze. 
Oksidativne promene na proteinima detektovane u vidu oksidacije sulfhidrilnih 
grupa, formiranja proteinskih karbonila i proteinskih hidroperoksida su od znaĉaja za 
kvalitet hrane koja sadrži visoke koliĉine proteina i saharida, a posebno u sluĉaju hrane 
obogaćene gvožĊem, gde se oĉekuje da oksidacija proteina bude još izraženija. 
5.1.5. Formiranje struktura sličnih amiloidu 
Statopulos je sa saradnicima (2004), pokazao da sonifikacija mnogih proteina, 
ĉak strukturno veoma razliĉitih, dovodi do formiranja struktura sliĉnih amiloidu (engl. 
Amyloid-like Structures - ALS) [143]. Formiranje ALS-a u sistemu sonifikovanih 
proteina surutke u prisustvu ili odsustvu arabinoze i PEG-6000 je ispitivano vezivanjem 
kongo crveno boje [144] i tioflavina T [145], dve boje koje se uobiĉajeno koriste za 
detekciju ALS-a. Kada se kongo crveno veže za fibrilarne strukture dolazi do promena u 
njegovom VIS-spektru, kao što su porast apsorbancije i pomeraj maksimuma apsorpcije 
prema većim talasnim dužinama. Vezivanjem kongo crvenog za sonifikovane proteine 
surutke došlo je porasta u njegovoj apsorbanciji i do spektralnog pomeranja maksimuma 
na 530 nm (Grafik 1.7.A i insert grafika 1.7.A), ukazujući na formiranje ALS-a. 
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Prisustvo saharida tokom tretmana sonifikacije je smanjilo koliĉinu formiranih ALS-a, 
zbog zaštitnog efekta koji arabinoza ostvaruje na promene u strukturi proteina surutke. 
MeĊutim, u prisustvu PEG-6000, zaštitni efekat arabinoze je prevaziĊen i koliĉina ALS-
a je povećana. Sliĉno rezultatima vezivanja kongo crvenog, fluorescencija tioflavina T 
je znaĉajno povećana u interakciji sa sonifikovanim proteinima surutke (Grafik 1.7.B), 
ukazujući na prisustvo ALS-a u tom uzorku. Iako tokom sonifikacije arabinoza 
smanjuje formiranje ALS-a (smanjen intenzitet fluorescencije), visok stepen realizacije 
Majarove reakcije u uslovima makromolekulskog nagomilavanja dovodi do jednakog 
nivoa formiranja ALS-a kao u uzorku sonifikovanih proteina. 
 
Grafik 1.7. Spektralni pomeraji u spektru kongo crvenog (A) i promene u intenzitetu fluorescencije 
tioflavina T (B) u prisustvu proteina surutke sonifikovanih u prisustvu ili odsustvu arbinoze i PEG-
6000. Insert grafika A prikazuje diferencijalni spektar dobijen oduzimanjem spektra netretiranih 
proteina u prisustvu kongo crvenog od spektara sonifikovanih uzoraka, takođe u prisustvu kongo 
crvenog. Legenda: WP – proteini surutke, WP/Ara – proteini surutke u smeši sa arabinozom, sWP 
– sonifikovani proteini surutke, sWP/Ara – sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, 
sWP/Ara/PEG – sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. Razlike srednjih 
vrednosti su analizirane jednosmernom ANOVA-om praćenom Takijevim testom. a, b i c 
označavaju statistički značajne razlike (p < 0.05). 
 
Formiranje ALS-a je u saglasnosti sa promenama u tercijarnim strukturama 
(Grafik 1.3.B), kao i sa prinosom disulfidnih polimera primećanih u SDS-PAGE analizi 
(Slika 1.1.B). U literaturi je takoĊe pokazano da uslovi makromolekulskog 
nagomilavanja povećavaju brzinu formiranja amiloidnih fibrila, i da oni povećavaju 
koliĉinu polimera [146]. Zanimljivo je i da glikovanje BSA D-ribozom dovodi do 
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pogrešno uvijene forme BSA od koje nastaju globularni agregati sliĉni amiloidu [147]. 
Prisustvo arabinoze tokom sonifikacije spreĉava formiranje disulfidnih polimera i 
nenativnih disulfidnih veza koje su od posebnog znaĉaja za formiranje ALS-a [19], dok 
sa druge strane, intenzivno neenzimsko glikovanje i uslovi makromolekulskog 
nagomilavanja pogoduju njihovom formiranju. Ovi rezultati pokazuju da je glikovanje 
proteina u Majarovoj reakciji u uslovima makromolekulskog nagomilavanja važan 
faktor koji pogoduje nastanku ALS-a. 
5.1.6. Temperaturna stabilnost i stabilnost na različitim pH vrednostima 
Temperaturna stabilnost netretiranih i sonifikovanh proteina surutke pri 
koncentraciji od 1 mg/ml je prikazana na grafiku 1.8.A. Temperaturna stabilnost 
nesonifikovanih uzoraka, WP i WP/Ara, je približno jednaka. Sonifikovani proteini 
surutke pokazuju znaĉajno smanjenje rastvorljivosti na temperaturama preko 75 °C do 
ĉega najverovatnije dolazi zbog promena u tercijarnim strukturama i povećanoj 
površinskoj hidrofobnosti koje je izazvao tretman sonifikacije. MeĊutim, glikovani 
proteini pokazuju povećanje temperaturna stabilnosti, koje je izraženije u uzorku u kom 
je stepen realizacije Majarove reakcije veći. Ovakvo ponašanje se može objasniti 
vezanim saharidnim jedinicama koje spreĉavaju agregaciju zbog sternih smetnji [148]. 
Nekoliko studija je pokazalo smanjenu temperaturnu stabilnost zagrevanih proteina 
surutke i povećanu temperaturnu stabilnost proteina surutke glikovanih u Majarovoj 
reakciji indukovanoj zagrevanjem [148-150]. Povećan stepen glikovanja u uzorku 
tretiranom pod uslovima makromolekulskog nagomilavanja, znaĉajno je poboljšao 
temperaturnu stabilnost, posebno na višim temperaturama. 
Korzo-Martinez je sa saradnicima pokazala povećanu rastvorljivost proteina 
surutke na pH=5 koji su glikovani u Majarovoj reakciji indukovanoj tretmanom 
zagrevanja, dok su zagrevani proteini surutke u odsustvu šećera pokazali smanjenu 
rastvorljivost [151]. Ševalije je sa saradnicima našao da se rastvorljivost BLG-a 
smanjuje nakon tretmana zagrevanjem u pH opsegu 4,5 – 5,5, dok modifikovani BLG sa 





Grafik 1.8. Temperaturna stabilnost na pH 7 (A) i rastvorljivost na sobnoj temperaturi u funkciji 
od pH (B) netretiranih i sonifikovanih proteina surutke u prisustvu ili odsustvu arabinoze i PEG-
6000. Legenda: WP – proteini surutke, WP/Ara – proteini surutke u smeši sa arabinozom, sWP – 
sonifikovani proteini surutke, sWP/Ara – sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, 
sWP/Ara/PEG – sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. 
 
Rastvorljivost netretiranih i sonifikovani proteina surutke je takoĊe ispitivana u 
zavisnosti od pH vrednosti (Grafik 1.8.B). Netretirani proteini surutke su pokazali dobru 
rastvorljivost u širokom pH opsegu (2 – 10). Sonifikacija je smanjila rastvorljivost 
proteina u pH opsegu koji je blizak njihovoj pI vrednosti (3 – 5), dok je sonifikacija u 
prisustvu arabinoze (sa ili bez PEG-a) rezultovala u oĉuvanoj dobroj rastvorljivosti u 
širokom pH opsegu, ukazujući na zaštitni efekat glikovanja prema smanjenoj 
rastvorljivosti uzrokovanoj sonifikacijom. 
5.1.7. Antioksidativne osobine  
Nekoliko studija je našlo da proizvodi Majarove reakcije pospešene tretmanom 
sonifikacije pokazuju antioksidativnu moć [9, 152]. Stoga su ispitane antioksidativne 
osobine netretiranih i sonifikovanh proteina surutke. 
Nativni, netretirani alergeni surutke imaju sposobnost inhibicije lipidne 
peroksidacije (Grafik 1.9.A). MeĊutim, nakon sonifikacije u prisustvu arabinoze, gde su 
se formirali Majarovi proizvodi, primećuje se povećanje sposobnosti inhibicije lipidne 
peroksidacije, koje je još znaĉajnije nakon tretmana u uslovima makromolekulskog 
nagomilavanja. Sposobnost uklanjanja slobodnih radikala (Grafik 1.9.B), kao i ukupna 
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redukujuća moć, pokazale su sliĉan obrazac (Grafik 1.9.C). Porast antioksidativne 
aktivnosti u sWP/Ara uzorku, a posebno u sWP/Ara/PEG uzorku, prati trend stepena 
realizacije Majarove reakcije i formiranja Majarovih proizvoda. Vang je sa saradnicima 
povećao antioksidativnu moć izolata proteina surutke glikovanjem u Majarovoj reakciji 
indukovanoj tretmanom zagrevanja u rastvoru [153]. 
 
Grafik 1.9. Antioksidativna aktivnost proteina surutke sonifikovanih u prisustvu ili odsustvu 
arabinoze i nagomilavajućeg agensa, merena kao A) sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije, B) 
sposobnost uklanjanja DPPH radikala i C) ukupna redukujuća moć. Legenda: WP – proteini 
surutke, WP/Ara – proteini surutke u smeši sa arabinozom, sWP – sonifikovani proteini surutke, 
sWP/Ara – sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG – sonifikovani 
proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. Razlike srednjih vrednosti su analizirane 
jednosmernom ANOVA-om praćenom Takijevim testom. a, b, c i d označavaju statistički značajne 
razlike (p < 0.05). 
 
Tokom Majarove reakcije nastaju slobodno-radikalski intermedijeri. Iako su 
proteinski hidroperoksidi dugoživeći, oni mogu biti katalitiĉki degradovani (jonima 
gvožĊa ili bakra) i dati visoko reaktivne i štetne slobodne radikale. TakoĊe, saharidi 
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mogu biti autooksidovani tokom Majarove reakcije jonima metala prisutnim u 
tragovima i dati H2O2 [154]. S toga, antioksidativna aktivnost proizvoda Majarove 
reakcije može neutralisati efekte slobodnih radikala nastalih od oksidativno 
modifikovanih proteina i saharida 
5.2. Modifikacije alergena kamiljeg mleka u Majarovoj reakciji tokom 
tretmana sušenja raspršivanjem: karakterizacija i funkcionalne 
osobine 
Popularnost kamiljeg mleka je zbog njegovih nutritivnih vrednosti, terapeutskih 
efekata i hipoalergenih svojstava znaĉajno porasla u novije vreme. Proizvodnja kamiljeg 
mleka u prahu produžava rok trajanja mleka i omogućava njegovu distribuciju širom 
sveta. Uobiĉajena tehnologija kojom se proizvodi mleko u prahu u industriji je sušenje 
raspršivanjem. Cilj ove studije bio je poreĊenje efekata dve razliĉite metode za 
dobijanje mleka u prahu na proteine kamiljeg mleka i Majarovu reakciju: metode 
sušenja raspršivanjem, pri kojoj dolazi do izlaganja visokim temperaturama, i 
liofolizacije, kao metode bez uĉešća visokih temperatura koje bi favorizovale Majarovu 
reakciju. U ovom delu doktorske disertacije, punomasno kamilje mleko u prahu je 
dobijeno tretmanom sušenja raspršivanjem na pilot skali na šest razliĉitih ulaznih 
temperatura (u opsegu 190 °C – 250 °C) i sušenjem smrzavanjem (liofilizacijom, engl. 
freeze drying). Uzorci dobijeni sušenjem raspršivanjem pri ulaznim temperaturama 190 
°C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C, su oznaĉeni kao SD190, SD200, SD210, 
SD230, SD240 and SD250, redom, dok je uzorak dobijen liofilizacijom oznaĉen kao 
FD. Proteinski profili, struktura proteina i realizacija Majarove reakcije uzoraka 
kamiljeg mleka u prahu dobijenog sušenjem raspršivanjem su uporeĊeni sa uzorcima 
kamiljeg mleka dobijenim liofilizacijom. Pored toga ispitane su i funkcionalne osobine 
proteina kamiljeg mleka u prahu, kao što su rastvorljivost i antioksidativna aktivnost. 
Punomasno kamilje mleko u prahu, dobijeno sušenjem raspršivanjem i 
liofilizacijom, je rekonstituisano mešanjem 50 mg praha sa 1 ml 20 mM natrijum-
fosfatnog pufera pH=6,8, tokom 1 h na sobnoj temperaturi uz blago mešanje. Nakon 
centrifugiranja zaostao je talog koji, sliĉno ponašanju kravljeg mleka, nastaje usled 
gubitka sposobnosti kazeinskih micela da disosuju prilikom rehidratacije [155]. 
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Solubilna frakcija je odmašćena i korišćena u svim eksperimentima. Koncentracija 
proteina u ovoj frakciji bila je oko 3 mg/ml. Imajući u vidu da punomasno kamilje 
mleko u prahu ima oko 25-26% proteina [156], može se izraĉunati da se u ovoj frakciji 
nalazi oko 25% ukupnih proteina mleka u prahu. Pored toga, u cilju dobijanja ukupnog 
proteinskog profila kamiljeg mleka, uzorci mleka u prahu su potpuno rastvoreni u 
denaturišućem puferu da (8 M urea, 2 M tiourea, 2% SDS, 20 mM natrijum fosfatni 
pufer pH=6,8) za SDS-PAGE. 
5.2.1. Elektroforetska karakterizacija proteina kamiljeg mleka u prahu dobijenog 
tretmanom sušenja raspršivanjem  
Uzorci kamiljeg mleka u prahu, rastvoreni u denaturišućem puferu, analizirani 
su SDS-PAGE elektroforezom u redukujućim uslovima (Slika 2.1.A), dok je proteinska 
frakcija ratvorna u fosfatnom puferu analizirana SDS-PAGE elektroforezom pod 
redukujućim (Slika 2.1.C) i neredukujućim (Slika 2.1.D) uslovima, kao i nativnom 
elektroforezom (slika 2.1.B). 
Glavne proteinske trake ukupnog proteinskog profila kamiljeg mleka su 
pripisane ksantin oksidazi (engl. xanthine oxidase - XO), LF, kamiljem serum albuminu 
(engl. camel serum albumin - CSA), Ig, αs1-kazeinu, β-kazeinu, ćelijskom adhezionom 
molekulu zavisnom od glikozilacije 1 (engl. glycosylation-dependent cell adhesion 
molecule 1 - GLYCAM 1) i ALA na osnovu prethodno objavljenih rezultata masene 
spektrometrije [157-159]. 
U svim uzorcima ukupnog kamiljeg mleka u prahu najzastupljeniji proteini bili 
su αs1-kazein i β-kazein (Slika 2.1.A). U elektroforetskim profilima proteinskih frakcija 
rastvornih u fosfatnom puferu zastupljenost αs1-kazeina i β-kazeina je dramatiĉno 
smanjena (Slike 2.1.C i 2.1.D), ukazujući na to da se u pomenutoj frakciji nalaze 
mahom proteini kamilje surutke. Kako je koliĉina kazeina smanjena i u liofilizovanom i 
u uzorcima sušenim raspršivanjem, izgleda da je sam proces isparavanja, pre nego 
temperatura sušenja, odgovoran za smanjenu rastvorljivost kazeina. Štaviše, može se 
zapaziti da nakon liofilizacije kazeini jaĉe agregiraju nego nakon sušenja raspršivanjem, 
što se reflektuje u manjoj solubilnosti kazeina u fosfatnom puferu i njegovom manjem 




Slika 2.1. Elektroforetska analiza kamiljeg mleka u prahu dobijenog sušenjem raspršivanjem i 
liofilizacijom. Ukupni proteini kamiljeg mleka u prahu rastvoreni u denaturišućem puferu i 
razdvojeni redukujućom SDS-PAGE analizom (A). Proteini frakcije kamiljeg mleka u prahu 
rastvorne u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH=6,8 razdvojeni u nativnoj PAGE analizi (B), u 
redukujućoj SDS-PAGE (C) i neredukujućoj SDS-PAGE (D). Legenda: XO – ksantin oksidaza; LF 
- laktoferin; CSA – kamilji serum albumin; IgG H – teški lanac imunoglobulina G; αs1-cas – αs1-
kazein; β-cas – β-kazein; GLYCAM 1 – ćelijski adhezioni molekul zavisan od glikozilacije 1; ALA – 
α-laktalbumin; FD – uzorak kamiljeg mleka u prahu dobijen liofilizacijom; SD190, SD200, SD210, 
SD230, SD240, SD250 - uzorci kamiljeg mleka u prahu dobijeni sušenjem raspršivanjem na 
ulaznim temperaturama od 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C, redom; M – proteinski 
molekulski markeri u kDa. 
 
Poznato je da dehidratacija kravljeg mleka, ukljuĉujući tretman sušenja 
raspršivanjem, dovodi do formiranja guste ĉestiĉne strukture koja se sastoji od ĉvrsto 
asosovanih kazeinskih micela. Kazeini nemaju dobro definisanu sekundarnu i tercijarnu 
strukturu i tokom isparavanja vode molekuli kazeina iz susednih micela dolaze u blizak 
kontakt. Oni meĊusobno interaguju nekovalentnim, mahom hidrofobnim, interakcijama 
i tako formiraju klastere kazeinskih micela (agregate). U sveže dehidriranom stanju 
mleko u prahu se lako rastvara pod standardnim rehidratacionim uslovima, dok tokom 
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starenja mleka u prahu (tokom skladištenja) interakcije izmeĊu kazeinskih micela 
postaju sve jaĉe smanjujući rastvorljivost [86, 155, 160]. 
Proteinski profil uzoraka sušenih raspršivanjem u opsegu temperatura 190 °C – 
250 °C odgovara profilu liofilizovanog uzorka u redukujućim i neredukujućim uslovima 
(Slika 2.1.A, 2.1.C i 2.1.D). MeĊutim, sušenje raspršivanjem na ulaznoj temperaturi 200 
°C i višim dovodi do razmazivanja glavnih proteinskih traka, ALA, GLYCAM 1 i CSA, 
ka većim molekulskim masama (Slike 2.1.A, 2.1.C i 2.1.D). U nativnoj elektroforezi 
(Slika 2.1.B) u svim uzorcima dobijenim sušenjem raspršivanjem, razmazivanje 
proteinskih traka ka kiselijim pozicijama je još uoĉljivije, usled smanjenih pI vrednosti 
pored povećanih molekulskih masa. Nativna elektroforeza (Slika 2.1.B) takoĊe 
pokazuje prisustvo proteinskih agregata velikih molekulskih masa koje formiraju 
razmaz u gelu za koncentrovanje i koji su formirani u većem stepenu na višim ulaznim 
temperaturama sušenja. Ti agregati su rastvorni u fosfatnom puferu i nekovalentne su 
prirode, jer u denaturišućim uslovima (prisustvo SDS-a) oni nisu zapaženi. 
Elektroforetske analize svedoĉe o neujednaĉenom povećanju molekulske mase proteina 
i o neujednaĉenom smanjenju pI vrednosti proteina, što zajedno ukazuje na kovalentne 
modifikacije proteina kamiljeg mleka u neenzimskoj, spontanoj Majarovoj reakciji, koja 
je pospešena na visokim temperaturama. 
5.2.2. Karakterizacija proteina rastvorne frakcije kamiljeg mleka u prahu 
5.2.2.1. Analiza proteina rastvorne frakcije kamiljeg mleka u prahu razdvojenih 
gel-filtracijom 
Proteini rastvorne frakcije su analizirani gel-filtracijom i njihovi preklopljeni 
spektri su prikazani na grafiku 2.2.A. U svim uzorcima se uoĉavaju tri glavna pika, koja 
po svojim retencionim vremenima odgovaraju ALA, CSA i IgG/XO. Pikovi koji 
odgovaraju ALA i CSA jasno pokazuju trend da sa porastom ulazne temperature 
tretmana dolazi do pomeranja maksimuma pika prema većim molekulskim masama 
(prema kraćim retencionim vremenima). Procene proseĉnih molekulskih masa CSA i 
ALA izraĉunatih na osnovu hromatograma za svaku tempraturu tretmana su date na 
graficima 2.2.B i 2.2.C. Pored pomeranja maksimuma pika, takoĊe dolazi i do širenja 
pika, što ukazuje da su ALA i CSA prisutni u više formi razliĉitih molekulsih masa, a 
63 
 
što bi mogla biti posledica vezivanja razliĉitog broja molekula laktoze za amino grupe 
ovih proteina. Rezultati gel-filtracije su u saglasnosti sa elektroforetskim analizama 
(Slike 2.1.A, 2.1.C i 2.1.D). 
 
Grafik 2.2. Preklopljeni hromatogrami gel-filtracije rastvornih frakcija kamiljeg mleka u prahu 
dobijenog sušenjem raspršivanjem na šest različitih ulaznih temperatura (190 °C – 250 °C) ili 
liofilizacijom (A). Prosečna molekulska masa odrađena za ALA (B) ili CSA (C) nakon tretmana 
sušenja raspršivanjem. Legenda: FD – uzorak kamiljeg mleka u prahu dobijen liofilizacijom; 
SD190, SD200, SD210, SD230, SD240, SD250 - uzorci kamiljeg mleka u prahu dobijeni sušenjem 
raspršivanjem na ulaznim temperaturama od 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C, 
redom. 
 
Interesantno je da je proseĉna molekulska masa modifikovanog ALA (pa i CSA) 
najveća u uzorku SD230, što se može zapaziti i na SDS-PAGE u vidu najjaĉeg razmaza 
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ka većim molekulskim masama, u odnosu na ostale tretmane (Slike 2.1.C i 2.1.D). Ovo 
je verovatno posledica nešto smanjene dostupnosti slobodnih amino grupa na 
temperaturama 240 °C i 250 °C usled njihovog sternog zaklanjanja zbog većeg stepena 
agregacije i polimerizacije proteina, ukljuĉujući i molekule kazeina. 
5.2.2.2. Praćenje stepena Majarove reakcije u rastvornoj frakciji kamiljeg mleka u 
prahu 
Da bi se ispitao i uporedio stepen realizacije Majarove reakcije meĊu uzorcima 
praćeno je prisustvo ranih, intermedijernih i kasnih proizvoda Majarove reakcije. Za 
detekciju ranih proizvoda snimani su fluorescentni spektri proteina rastvorne frakcije 
kamiljeg mleka u prahu (Grafik 2.3.A). Formiranje fluorofora sa emisionim 
maksimumom na oko 425 nm kada su ekscitovane na 350 nm dešava se u ranim fazama 
Majarove reakcije [26]. Zapaža se statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) veći intenzitet 
fluorescencije na 425 nm u uzorcima mleka koje je dobijeno sušenjem raspršivanjem na 
temperaturama od 200 °C – 250 °C u odnosu na mleko dobijeno liofilizacijom (Grafik 
2.3.A). TakoĊe se uoĉava i trend porasta u intenzitetu fluorescencije sa povišenjem 
temperature tretmana (Grafik 2.3.B). Intenzitet fluorescencije uzorka SD190 ne 
razlikuje se statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) od intenziteta fluorescencije liofilizovanog 
uzorka, za razliku od uzoraka dobijenim pri višim tepmeraturama (200 °C – 250 °C), 
kod kojih je intenzitet fluorescencije statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) viši od onog u 
liofilizovanom uzorku. Pored toga intenzitet fluorescencije na 425 nm uzorka SD190 
statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) je niži od intenziteta uzoraka dobijenim pri visokim 
temperaturama (230°C – 250 °C). Radi praćenja napredovanja Majarove reakcije kroz 
intermedijerne faze merena je UV-apsorbancija na 294 nm [136]. Koncentracija UV-
apsorbujućih intermedijernih proizvoda Majarove reakcije pokazuje trend postepenog 
porasta sa povišenjem ulazne temperature tretmana, meĊutim tek temperature od 210 °C 
ili više pokazuju statistiĉki znaĉajnu (p < 0.05) razliku u poreĊenju sa liofilizovanim 
uzorkom (Grafik 2.3.C). TakoĊe, pri visokim temperaturama (SD240 i SD250) A294 je 
statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) veća nego nakon tretmana na nižim temperaturama 
(SD190 i SD200). Kasni proizvodi Majarove reakcije su mereni kao intenzitet 
tamnjenja, odnosno kao povećanje koncentracije VIS-apsorbujućih jedinjenja (A420) 
[161]. Formiranje tamnih pigmenata nije detektovano ni u jednom uzorku kamiljeg 
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mleka u prahu, u odnosu na liofilizovan uzorak, bez obzira na visoke ulazne 
temperature sušenja raspršivanjem (Grafik 2.3.C). Sliĉno, kasne faze Majarove reakcije 
nisu detektovane ni kod sušenja raspršivanjem belanceta na ulaznoj temperaturi od 180 
°C [162]. 
 
Grafik 2.3. Efekti tretmana sušenja raspršivanjem sa ulazmin temperaturama u opsegu 190 °C – 
250 °C na (A) fluorescentne spektre, (B) intenzitet fluorescencije na 425 nm, (C) apsorbanciju na 
294 nm i 420 nm i (D) sadrţaj slobodnih amino grupa proteina solubilne frakcije kamiljeg mleka u 
prahu. Legenda: FD – uzorak kamiljeg mleka u prahu dobijen liofilizacijom; SD190, SD200, 
SD210, SD230, SD240, SD250 – uzorci kamiljeg mleka u prahu dobijeni sušenjem raspršivanjem na 
ulaznim temperaturama od 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C, redom. Podaci su 
prikazani kao srednja vrednost ± standardna devijacija (n=3) i analizirani jednosmernom ANOVA-
om uz Takijev test. a, b, c i d označavaju statistički značajne razlike (p < 0.05). 
 
Stepen realizacije Majarove reakcije je takoĊe praćen odreĊivanjem sadržaja 
slobodnih amino grupa (Grafik 2.3.D). Kako amino grupe proteina direktno uĉestvuju u 
reakciji sa karbonilnom grupom saharida, stepen njihovog blokiranja glikovanjem ili/i 
ostalim modifikacijama direktno je proporcionalan stepenu Majarove reakcije. Tretman 
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sušenja raspršivanjem sa povećanjem ulazne temperature pokazuje trend postepenog 
smanjenja sadržaja slobodnih amino grupa. Ulazne temperature od 200 °C ili više, su 
rezultovale u statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) manjem sadržaju slobodnih amino grupa u 
odnosu na tretman liofilizacije. Nakon tretmana na 250 °C naĊeno je oko 25% manje 
slobodnih amino grupa u odnosu na liofilizovani uzorak. Uzorak SD190 nije pokazao 
statistiĉki znaĉajnu (p < 0.05) razliku u odnosu na liofilizovani uzorak, ali je u njemu je 
naĊeno statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) viši sadržaj amino grupa nego u uzorcima 
dobijenim pri visokim temperaturama (230 °C – 250 °C). 
Spektrofluorimetrijska i spektrofotometrijska analiza i odreĊivanje sadržaja 
slobodnih amino grupa su meĊusobno u saglasnosti i pokazuju intenzivniju realizaciju 
Majarove reakcije na višim ulaznim temperaturama tretmana (230 °C – 250 °C) u 
odnosu na niže ulazne temperature (190 °C – 210 °C). Iako je reakcija u ovim uzorcima 
ubrzana u poreĊenju sa liofilizovanim uzorkom, ona se dominantno realizuje u ranim 
fazama. Tamni pigmenti nisu detektovani ni u jednom uzorku, a poreĊenje formiranja 
ranih i intermedijernih proizvoda pokazuje da sa povišenjem ulazne temperature ovaj 
odnos ide u korist ranih proizvoda (Tabela 2.2). Razlog za to je veoma kratko vreme 
koje kapi mleka provedu u komori za sušenje raspršivanjem i koje se meri u sekundama 
[163]. Interesantno, ove analize takoĊe pokazuju da se u uzorku SD190 proizvodi 
Majarove reakcije ne razlikuju statistiĉki znaĉajno od onih u liofilizovanom uzorku, što 
ukazuje da ova temperatura u kratkom vremenu nije dovoljna da znaĉajnije ubrza 
Majarovu reakciju na proteinima kamiljeg mleka u odnosu na tretman liofilizacijom. 
Tabela 2.2. Relativni odnos ranih i intermedijernih proizvoda Majarove reakcije u zavisnosti od 
ulaznih temperatura sušenja raspršivanjem. Odnos ranih i intermedijarnih proizvoda izračunat je 
na sledeći način: relativna razlika ranih proizvoda (intenzitet fluorescencije na 425 nm uzoraka 
sušenih raspršivanjem / intenzitet fluorescencije na 425 nm liofilizovanog uzorka) / relativna 
razlika apsorbancije na 294 nm (apsorbancija na 294 nm uzoraka sušenih raspršivanjem / 
apsorbancija na 294 nm liofilizovanog uzorka). 
 FD SD190 SD200 SD210 SD230 SD240 SD250 
Rani/intermedijern
i proizvodi 




5.2.2.3. Analiza sekundarnih struktura i površinske hidrofobnosti proteina 
rastvorne frakcije kamiljeg mleka u prahu 
Za ispitivanje sekundarnih struktura proteina rastvorne frakcije kamiljeg mleka u 
prahu snimljeni su CD spektri u dalekoj UV oblasti (Grafik 2.4.A). Svi uzorci sušeni 
raspršivanjem i liofilizovani uzorak pokazuju veoma sliĉne spektre sa minimumom na 
oko 205 nm, koji je karakteristiĉan u spektru kamiljeg ALA [164]. Izraĉunavanje 
sekundarnih struktura primenom matematiĉkog modela koji je predložio Rausen sa 
saradnicima (2003) [126], pokazuje da nema statistiĉki znaĉajnih razlika u sadržaju 
sekundarnih struktura meĊu proteinima koji su pretrpeli tretman sušenja raspršivanjem 
ili liofilizaciju (Tabela 2.3). Ovi rezultati ukazuju da ulazne temperature u opsegu 190 
°C – 250 °C sa izlaznim temperaturama koje ih prate, u opsegu 71 °C – 92 °C, ne utiĉu 
na sekundarne strukture proteina kamiljeg mleka. Ovo je u skladu sa prethodno 
objavljenom literaturom u kojoj je pokazano da je malo verovatano da je ulazna 
temperatura uzrok denaturacije proteina kravljeg mleka ili drugih proteina [163, 165]. 
Sa druge strane, prisustvo saharida (laktoze) tokom tretmana, takoĊe ostvaruje 
termoprotektivne efekte na strukturu proteina [166]. 
 
Grafik 2.4. (A) CD spektri proteina rastvorne frakcije kamiljeg mleka nakon tretmana sušenja 
raspršivanjem ili liofilizacije, u dalekoj UV oblasti. (B) Vezivanje ANS-a, fluorescentne probe 
osetljive na polarnost sredine, za proteine rastvorne frakcije kamiljeg mleka nakon tretmana 
sušenja raspršivanjem ili liofilizacije. Legenda: FD – uzorak kamiljeg mleka u prahu dobijen 
liofilizacijom; SD190, SD200, SD210, SD230, SD240, SD250 – uzorci kamiljeg mleka u prahu 
dobijeni sušenjem raspršivanjem na ulaznim temperaturama od 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 




Tabela 2.3. Procentni udeo sekundarnih struktura proteina rastvorne frakcije kamiljeg mleka 
nakon tretmana sušenja raspršivanjem pri ulaznim temperaturama od 190 °C – 250 °C je određen 
na osnovu matematičkog modela predloţenog od strane Rausena sa saradnicima (2003) [126]. 
Razlike u sadrţaju sekundarnih struktura su analizirane jednosmerom ANOVA-om sa višestrukim 
poređenjem. a prikazuje odsustvo statistički značajnih razlika. 
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Površinska hidrofobnost proteina kamiljeg mleka dobijenog liofilizacijom i 
sušenjem raspršivanjem uporedjena je ispitivanjem vezivanja fluorescentne probe, 
ANS-a. Nekovalentno vezivanje ANS-a za hidrofobne regione na površini proteina 
dovodi do povećanja njegove fluorescencije. ANS u interakciji sa proteinima rastvorne 
frakcije kamiljeg mleka iz uzoraka sušenih raspršivanjem pokazuje veći kvantni prinos, 
u odnosu na kvantni prinos u interakcijama sa proteinima koji su pretrpeli tretman 
liofilizacije (Grafik 2.4.B), ukazujući da sušenje raspršivanjem rezultira u većoj 
površinskoj hidrofobnosti proteina nego tretman liofilizacije. Dejstvo temperaturom 
sušenja od 190 °C uzrokuje najveću hidrofobnost usled parcijalnog odvijanja proteina i 
izlaganja hidrofobnih regiona. Na temperaturama 200 °C i 210 °C hidrofobnost polako 
opada usled većeg kovalentnog vezivanja hidrofilnih molekula šećera za proteine u 
Majarovoj reakciji. Medjutim, pri visokim temperaturama (230 °C -250 °C ) odvijanje 
proteina i izlaganje hidrofobnih regiona je zastupljenije u odnosu na hidrofilnost 
vezanog saharida, što rezultira u većoj hidrofobnosti u odnosu na uzorak SD210. Stoga 
je površinska hidrofobnost proteina tokom Majarove reakcije rezultanta nivoa izlaganja 
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hidrofobnih regiona, koji zavisi od stepena odvijanja proteina, i nivoa modifikacije 
proteina hidrofilnim vrstama, koji pak zavisi od stepena napredovanja Majarove 
reakcije. Pored toga, treba imati na umu da se u testiranim proteinskim frakcijama 
nalazi mala koliĉina kazeina, ĉija se površinska hidrofobnost zapravo najviše povećava 
usled visoke temperature, dovodeći do agregacije. 
Kratko vreme koje proteini provedu u komori za sušenje pri visokim ulaznim 
temeraturama je dovoljno dugo da dovede do parcijalnog odvijanja i povećane 
površinske hidrofobnosti, ali nedovljno da dovede do znaĉajnijih promena u 
sekundarnim strukturama proteina kamiljeg mleka. 
5.2.2.4. Ispitivanje rastvorljivosti proteina kamiljeg mleka u prahu dobijenog 
tretmanom sušenja raspršivanjem i liofilizacijom 
Rastvorljivost kamiljeg mleka u prahu dobijenog sušenjem na razliĉitim 
temperaturama ili liofilizacijom je uporeĊena merenjem apsorbancije na 280 nm 
neposredno nakon opisanog procesa rekonstitucije. Apsorbancija na 280 nm je direktno 
proporcionalna koncentraciji proteina u rastvornoj frakciji. Katehong je sa saradnicima 
(2017) pokazao da sušenje raspršivanjem belanceta na ulaznim temperaturama od 180 
°C ili nižim, ne dovodi do statistiĉki znaĉajnih razlika u rastvorljivosti proteina [162]. 
Uzorci kamiljeg mleka sušeni pri visokim temperaturama (230 °C – 250 °C), pokazuju 
statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) bolju rastvorljivost u odnosu na uzorke dobijene sušenjem 
na nižim temperaturama (190 °C – 210 °C) ili liofilizacijom (Grafik 2.5.A). Uzorci 
sušeni na nižim temperaturama (SD190 i SD200) ne pokazuju statistiĉki znaĉajnu (p < 
0.05) razliku u rastvorljivosti u odnosu na liofilizovani uzorak. Ovi rezultati se mogu 
objasniti kovalentnim vezivanjem laktoze za proteine kamiljeg mleka u Majarovoj 
reakciji, što ĉini ove proteine hidrofilnijim i rastvornijim u vodenom rastvoru. Vezana 
laktoza takoĊe stvara sterne smetnje koje spreĉavaju agregaciju. Tako je pozitivan 
efekat koje glikovanje ima na rastvorljivost proteina kompenzovalo negativan efekat 
Majarove reakcije na formiranje nerastvornih nekovalentnih agregata i kao krajnji 
rezultat doveo do neto povećane rastvorljivosti kako monomernih formi proteina, tako i 
agregata (koji su pokazani u nativnoj elektroforezi, slika 2.1.B). Pojava da glikovanje 
proteina kravljeg mleka u Majarovoj reakciji dovodi do poboljšane rastvorljivosti i 
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temperaturne stabilnosti, pokazano je kako u poglavlju 5.1.6. ove doktorske disertacije, 
tako i u literaturi [148]. 
 
 
Grafik 2.5. (A) A280 nm u 5 puta razblaţenoj rastvornoj frakciji rekonstituisanog kamiljeg mleka 
u prahu koncentracije 50 mg/ml u 20 mM fosfatnom puferu pH=6.8. (B) Sposobnost uklanjanja 
ABTS slobodnog radikala rastvorne frakcije kamiljeg mleka u prahu. (C) Redukujuća moć 
suspenzije ukupnog kamiljeg mleka u prahu. (D) Redukujuća moć solubilne frakcije kamiljeg 
mleka u prahu. Legenda: FD – uzorak kamiljeg mleka u prahu dobijen liofilizacijom; SD190, 
SD200, SD210, SD230, SD240, SD250 – uzorci kamiljeg mleka u prahu dobijeni sušenjem 
raspršivanjem na ulaznim temperaturama od 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C, 
redom. Podaci su analizirani jednosmernom ANOVA-om uz Takijev test. a, b, c i d označavaju 




5.2.3 Antioksidativna aktivnost kamiljeg mleka u prahu i njegovih rastvornih 
frakcija 
Kamilje mleko je poznato po svojim izuzetnim antioksidativnim osobinama 
zbog visoke koncentracije vitamina C, ĉak do 6 puta više u poreĊenju sa kravljim 
mlekom [167, 168]. TakoĊe, proteini kamiljeg mleka kao što su β-kazein, ALA, LF 
imaju znaĉajan doprinos antioksidativnoj aktivnosti kamiljeg mleka [169]. Efekti ulazne 
temperature tokom tretmana sušenja raspršivanjem na antioksidativnu aktivnost frakcije 
kamiljeg mleka u prahu rastvorne u fosfatnom puferu su ispitivani odreĊivanjem ukupne 
redukujuće moći i sposobnosti uklanjanja ABTS
•+
 slobodnog radikala (Grafici 2.5.B, 
2.5.C i 2.5.D). Rastvorne frakcije kamiljeg mleka pokazuju generalni trend kako 
postepenog porasta sposobnosti uklanjanja ABTS
•+
 radikala (Grafik 2.5.B), tako i 
redukujuće moći (Grafik 2.5.C), od liofilizovanog uzorka prema uzorku SD250. Uzorci 
sušeni na nižim temperaturama (SD190 i SD200) ne pokazuju statistiĉki znaĉajnu (p < 
0.05) razliku u kapacitetu uklanjanja ABTS
•+
 radikala u odnosu na liofilizovani uzorak. 
Uzorci sušeni na temperaturama od 210 °C do 250 °C posedovali su statistiĉki znaĉajno 
(p < 0.05) veću moć uklanjanja ABTS
•+
 radikala, kako u odnosu na liofilizovani uzorak, 
tako i u odnosu na uzorak SD190. Uzorci sušeni raspršivanjem, u rasponu temperatura 
od 200 °C do 250 °C, pokazali su statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) veću redukujuću moć u 
odnosu na uzorak SD190 i liofilizovani uzorak. U uzorcima tretiranim visokim 
temperaturama (230 °C – 250 °C) detektovana je statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) veća 
redukujuća moć od one u uzorcima sušenim pri nižim temperaturama (SD200 i SD210), 
pri ĉemu je uzorak SD250 imao statistiĉki znaĉajno (p < 0.05) veću redukujuću moć od 
svih testiranih uzoraka. Ovi rezultati ispitivanja antioksidativne moći u potpunosti 
koreliraju sa stepenom realizacije Majarove reakcije, i takoĊe su u saglasnosti sa 
rezultatima iz odeljka 5.1.7. ove disertacije, gde je zapaženo povećanje antioksidativne 
aktivnosti proteina kravljeg mleka modifikovanih u visokom stepenu u Majarovoj 
reakciji. Kortes Janjes sa saradnicima je takoĊe pokazala da rani proizvodi Majarove 
reakcije proteina kravljeg mleka imaju izražena antioksidativna svojstva [170]. 
Rezultati ovog dela disertacije jasno pokazuju da tokom dobijanja kamiljeg 
mleka u prahu tretmanom sušenja raspršivanjem na visokim temperaturama, tj. 
temperaturama većim od 200 °C dolazi do intenzivnije Majarove reakcije u odnosu na 
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niže temperature sušenja, rezultujući u rastvorljivijem mleku u prahu, koje pritom ima i 
bolje antioksidativne osobine. 
Antioksidativna aktivnost koja potiĉe od prisustva Majarovih proizvoda 
znaĉajno doprinosi poboljšanoj stabilnosti prilikom skladištenja mleĉnih proizvoda u 
prahu, jer kako je pokazano, usporava lipidnu peroksidaciju i formiranje isparljivih 
jedinjenja neprijatnog mirisa [171, 172]. Tako, povećenje antioksidativne aktivnosti 
tokom samog procesa sušenja na visokim temperaturama može doprineti stabilnosti i 
produženom roku trajanja kamiljeg mleka u prahu. Na kravljem mleku u prahu su Park i 
saradnici [173] pokazali da sa povišenjem ulaznih temperatura dolazi do smanjenja 
lipidne peroksidacije, što je objašnjeno formiranjem većih ĉestica koje enkapsuliraju 
više masti, ostavljajući tako manje slobodnih masti na površini ĉestica tj. izloženih 
kiseoniku. Rezultati ove disertacije ukazuju na to da bi veća antioksidativna aktivnost 
mleka u prahu dobijena na višim ulaznim temperaturama, usled intenzivnije Majarove 
reakcije, mogla takodje da doprinosi smanjenju lipidne peroksidacije.  
Sa druge strane lipidna peroksidacija je glavni mehanizam razvoja nepoželjnih 
aroma u mleku u prahu. Pomenuta grupa autora je takodje pokazala na kravljem mleku 
da povećanje ulazne temperature (do 260 C) pojaĉava slatko-aromatiĉne, a smanjuje 
kartonske arome (engl. cardboard flavour) zajedno sa pratećim isparljivim proizvodima 
lipidne peroksidacije, kao i da dolazi do opšteg poboljšanja kvaliteta aroma na 
povišenim ulaznim temperaturama [85]. Stoga, se može oĉekivati da jaĉi intenzitet 
Majarove reakcije, kao rezultat dejstva visokih ulaznih temperatura pri sušenju kamiljeg 
mleka raspršivanjem, pored pokazane bolje rastvorljivosti i antioksidativne aktivnosti, 
može imati i pozitivne efekte na aromu mleka u prahu, a samim tim i bolju 
prihvatljivost od stane konzumenata. 
5.3. Modifikacije glavnog alergena kravljeg mleka, β-laktoglobulina, u 
Majarovoj reakciji tokom tretmana zagrevanja u rastvoru: 
karakterizacija i imunološke osobine 
U ishrani savremenog ĉoveka je jako zastupljena termiĉki procesovana hrana 
koja je bogata u sadržaju AGE (10 do 100 puta više nego u termiĉki netretiranoj hrani). 
U zapadnim zemljama je proseĉan dnevni unos AGE proizvoda procenjen na 25 – 75 
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mg [174]. Poznato je da alergeni hrane modifikovani u Majarovoj reakciji pokazuju 
izmenjene imunološke osobine u odnosu na nativne alergene [77, 175-178]. U ovom 
delu disertacije su ispitani efekti intenzivne Majarove reakcije na neke imunološke 
osobine glavnog alergena kravljeg mleka, BLG-a. 
5.3.1. Karakterizacija glikovanog BLG-a SDS-PAGE analizom i cirkularnim 
dihroizmom 
BLG glikovan glukozom tretmanom zagrevanja u rastvoru (10 mg/ml BLG, 50 
mM natrijum-fosfatni pufer, pH=8,0, 60 °C tokom 10 dana) je analiziran elektroforetski 
i cirkularnim dihroizmom i poreĊen sa netretiranim, nativnim BLG-om i BLG-om 
zagrevanim u rastvoru u odsustvu glukoze (Slika 3.1). Nativni BLG u redukujućim 
uslovima pokazuje traku na 18 kDa, što odgovara njegovoj molekulskoj masi, dok u 
neredukujućim uslovima dodatno pokazuje i bledu traku disulfidnog dimera, koji se u 
prisustvu β-merkaptoetanola redukuje do monomerne forme. BLG zagrevan u rastvoru, 
pod neredukujućim uslovima prisutan je iskljuĉivo u formi polimera, monomerna forma 
se ne zapaža. Nakon redukcije disulfidnih mostova, on se javlja u formi monomera, 
dimera i trimera, dok se forma polimera znaĉajno smanjuje, ukazujući da je najveći broj 
kovalentnih veza u zagrevanom uzorku disulfidne prirode. Glikovani BLG i u 
redukujućim i neredukujućim uslovima pokazuje traku na 18 kDa koja se širi prema 
većim molekulskim masama, što je karakteristiĉno za proteine modifikovane u 
Majarovoj reakciji. U glikovanom uzorku formirani su i dimeri i polimeri BLG-a, 
kovalentnim vezama koje nisu disulfidne, jer redukujući uslovi nemaju efekte na 
njihovo prisustvo. 
Promene u sekundarnim strukturama BLG-a tokom tretmana zagrevanja u 
rastvoru praćene su snimanjem CD spektara u dalekoj UV oblasti (Grafik 3.1). 
Karakteristiĉni minimum pika nativnog BLG-a na 215 nm je pomeren prema nižim 
talasnim dužinama nakon tretmana zagrevanja, kako u prisustvu tako i u odustvu 
glukoze, ukazujući na smanjenje sadržaja ureĊenih sekundarnih struktura. MeĊutim, 
zagrevanje u odsustvu glukoze dovodi i do znaĉajnog produbljivanja pika, što nije 
zapaženo u prisustvu glukoze, ukazujući na još drastiĉnije smanjenje ureĊenih struktura. 
Zaista, softverska analiza CD spektara (Grafik 3.1.B) je pokazala da glikovani BLG ima 
smanjen sadržaj α-heliksa i povećan sadržaj neureĊenih struktura, ukazujući na direktnu 
74 
 
konverziju ureĊenih u neureĊene strukture tokom Majarove reakcije potpomognute 
zagrevanjem u rastvoru. Sa druge strane, BLG zagrevan u rastvoru u poreĊenju sa 
nativnim BLG-om pokazuje smanjen sadržaj α-heliksa i β-ploĉica uz znaĉajniji porast 
neureĊenih struktura. 
 
Slika 3.1. Proteinski profil nativnog, zagrevanog i glikovanog BLG-a na 12% SDS-PAGE gelu pod 
redukujućim i neredukujućim uslovima. Proteinske trake su bojene CBB bojom. Legenda: R – 
redukujući uslovi; NR – neredukujući uslovi; M – proteinski molekulski markeri u kDa. 
 
BLG zagreavan u rastvoru pod istim uslovima kao i glikovan BLG, samo u 
odsustvu glukoze, pokazuje znaĉajne razlike u strukturi proteina i u stepenu agregacije u 
poreĊenju sa glikovanim BLG-om. Fiziĉko-hemijske promene koje su pretrpeli 
glikovani i zagrevani BLG su kvalitativno razliĉite. Prisustvo glukoze tokom termiĉkog 
tretmana ostvaruje zaštitne efekte na strukturu BLG-a. Zaštitni efekat saharida na 
denaturaciju i agregaciju BLG-a izazvanu termiĉkim tretmanom je dobro poznat u 
literaturi [148, 179, 180]. S toga, strukturne promene indukovane Majarovom reakcijom 
nisu jednostavna suma termiĉki izazvanih promena i kovalentnog vezivanja saharida, 
već Majarova reakcija, kao kompleksan process sa nizom konsekvenci, rezultuje u 




Grafik 3.1. (A) CD spektri nativnog, zagrevanog i glikovanog BLG-a u dalekoj UV oblasti. (B) 
Procentni sadrţaj sekundarnih struktura je procenjen primenom CONTIN algoritma dostupnog u 
CDPro paketu na osnovu referentnog seta proteina SP29. Razlike u sadrţaj sekundarnih struktura 
su analizirane Studentovim t-testom. * i ** se odnose na statističku značajnost sa vrednošću 
parametra p < 0.05 i 0.01, redom. 
 
5.3.2. Stepen glikovanja BLG-a 
 
Grafik 3.2. Procena stepena realizacije Majarove reakcije određivanjem sadrţaja slobodnih amino 
grupa OPA metodom. Sadrţaj slobodnih amino grupa je statistički poređen Studentovim t-testom. 
**** označava nivo pouzdanosti od p < 0.0001. 
 
Stepen glikovanja BLG-a u Majarovoj reakciji tokom tretmana zagrevanja u 
rastvoru u prisustvu glukoze je odreĊen na osnovu smanjenja sadržaja slobodnih amino 
grupa. Rezultati pokazuju da glikovani BLG sadrži samo 25% slobodnih amino grupa 
od ukupnih 100% u nativnom proteinu, ukazujući da je 75% amino grupa BLG-a 
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uĉestvovalo u reakciji sa karbonilnom grupom glukoze (Grafik 3.2). Ovako intenzivno 
glikovanje dovelo je do promena u sekundarnim strukturama i do formiranja 
kovalentnih dimera i polimera (Grafik 3.1 i Slika 3.1). 
5.3.3. Glikovanje BLG-a smanjuje transport kroz Caco-2 ćelijski monosloj  
 
Grafik 3.3. Biodostupnost nativnog i glikovanog BLG-a u in vitro testu, merena kao transcitoza 
nativnog i glikovanog BLG-a kroz Caco-2 ćelijski monosloj. Transport je meren u različitim 
vremenima do 300 min. Svaka tačka predstavlja srednju vrednost ± SD. Jedan reprezentativni 
eksperiment od tri nezavisna je prikazan. *, **, i *** predstavljaju značajnost na nivou p < 0.05, 
0.01, i 0.001, redom. 
 
Kako bi glikovani proteini ostvarili imunološke efekte, oni moraju biti u 
mogućnosti da proĊu intenstinalnu epitelijalnu barijeru i da doĊu u kontakt sa ćelijama 
imunskog sistema. Transport alergena kroz epitelijalnu barijeru može da se dešava na 
dva naĉina, transcelularno ili paracelularno. Pokazano je da je glavni put apsorpcije 
nativnog BLG-a u in vivo uslovima transcelularni [51, 181]. Transport nativnog i 
glikovanog BLG-a je ispitan u in vitro sistemu, na Caco-2 ćelijskom monosloju, modelu 
funkcije intenstinalne barijere. Nativni i glikovani BLG su nanošeni sa apikalne strane 
Caco-2 ćelija i praćen je njihov transepitelijalni transport u vremenu tako što je sa 
bazolateralne strane odreĊivana koncentracija BLG-a nakon 15, 30, 60, 120, 180 i 300 
minuta (Grafik 3.3). Glikovanje je dramatiĉno smanjilo koncentraciju BLG-a u 
bazolateralnom odeljku u poreĊenju sa nativnim BLG-om. Transport obe forme BLG-a 
je bio kontinualan ukazujući na oĉuvane ĉvrste veze meĊu ćelijama monosloja i 
iskljuĉujući mogućnost paracelularnog transporta. Smanjen transport glikovane forme je 
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uzrokovan fiziĉko-hemijskim promenama koje su se dogodile tokom Majarove reakcije, 
kao što je delimiĉno razvijanje proteina i formiranje multimera visokih molekulskih 
masa, što otežava transcitozu. Smanjena intestinalna propustljivost alergena dovodi do 
smanjene njihove apsorpcije što dalje može voditi do smanjene aktivacije senzitisanih 
mast ćelija u lamini proprii [182]. Rot je sa saradnicima pokazao da BLG i ALA koji 
pretrpe tretman pasterizacije koji uzrokuje agregaciju alergena, imaju smanjeni 
potencijal da izazovu anafilaktiĉku reakciju usled smanjene intestinalne apsorpcije [51]. 
5.3.4. Glikovanje BLG-a povećava preuzimanje alergena od strane dendritskih 
ćelija  
 
Grafik 3.4. Preuzimanje nativnog i glikovanog BLG-a obeleţenih FITC-om od strane dendritskih 
ćelija, praćeno protočnom citometrijom u vremenskim tačkama do 120 min. Preuzimanje je 
predstavljeno kao A) procenat FITC-pozitivnih ćelija ili kao B) MFI. Rezultati su prikazani kao 
srednje vrednosti iz dva nezavisna eksperimenta ± S.E.M. (n=5) i analizirani Studentovim t-testom. 
Razlike su statistički značajne ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.0001 (****). 
 
Nakon prolaska intestinalne barijere, alergeni se susreću sa brojnim ćelijama 
imunskog sistema. Ovde smo ispitali efekte glikovanja BLG-a u Majarovoj reakciji na 
njegovo preuzimanje od strane dendritskih ćelija koje su in vitro diferencirane i 
propagirane iz prekursora iz kostne srži miša. Nativni ili glikovani BLG, obeleženi 
fluorescentnom bojom - FITC-om, su inkubirani sa dendritskim ćelijama i njihovo 
preuzimanje je praćeno protoĉnom citometrijom nakon odreĊenih vremenskih intervala. 
Preuzimanje obe BLG forme, mereno kao procenat FITC-pozitivnih ćelija (Grafik 
3.4.A) bilo je zavisno od vremena i dostiglo je plato nakon 30 minuta, dok je MFI ćelija 
kontinuirano rastao u toku 120 minuta (Grafik 3.4.B). Glikovani BLG je preuziman 
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znaĉajno efikasnije; u njegovom prisustvu 85 % ćelija je bilo FITC-pozitivno, u 
poreĊenju sa 55 % u prisustvu nativnog BLG-a (Grafik 3.4.A). Statistiĉki znaĉajano 
povećanje preuzimanja glikovanog BLG-a je zapaženo i merenjem MFI-a u svakoj 
vremenskoj taĉki (Grafik 3.4.B). Sliĉni rezultati, povećanog preuzimanja glikovanog 
potentnog alergena hrane, ovalbumina, su dobijeni u eksperimentima sa mišjim 
dendritskim ćelijama iz kostne srži ili sa humanim mijeloidnim dendritskim ćelijama 
[75, 76, 183]. 
Dendritske ćelije inkubirane sa fluorescentno obeleženim nativnim ili 
glikovanim BLG-om su takoĊe posmatrane pod konfokalnim mikroskopom (Slika 3.2). 
Konfokalne mikrografije pokazuju znaĉajno intenzivniji fluorescentni signal u prisustvu 
glikovanog BLG-a u poreĊenju sa nativnim BLG-om, što je u saglasnosti sa rezultatima 
dobijenim protoĉnom citometrijom. 
 
Slika 3.2. Konfokalne mikrografije dendritskih ćelija inkubiranih sa FITC-obeleţenim nativnim ili 
glikovanim BLG-om u toku 30 minuta. 
 
5.3.5. Dendritske ćelije internalizuju BLG putem receptorom-posredovane 
endocitoze, preko SR-a 
Za bolje razumevanje procesa preuzimanja nativnog i glikovanog BLG-a od 
strane dendritskih ćelija, sprovedeni su eksperimenti sa farmakološkim inhibitorima 
razliĉitih puteva internalizacije. Na poĉetku, da bi se ispitalo da li je internalizacija BLG 
formi aktivan ćelijski proces, eksperiment preuzimanja alergena je izveden na +4 °C. To 
je dovelo do gotovo totalne inhibicije preuzimanja obe forme alergena (Grafik 3.5.A), 




Grafik 3.5. Studije mehanizma preuzimanja nativnog i glikovanog BLG-a obeleţenih FITC-om u 
prisustvu različitih inhibitora. Dendritske ćelije su pre inkubacije sa alergenima bile tretirane 
tokom 30 minuta sa A) inhibitorima različitih mehanizama preuzimanja: latrunkulin B – inhibitor 
polimerizacije aktina, jasplakinolidom – inhibitorom fagocitoze, amiloridom – inhibitorom 
makropinocitoze i fenilarsin-oksidom – inhibitorom endocitoze posredovane receptorom, ili sa B) 
inhibitorima specifičnih receptora: dekstran-sulfatom i poliinozinom – inhibitorima SR, FPS-ZM1 
– inhibitorom RAGE receptora. Preuzimanje alergena je analizirano protočnom citometrijom i 
rezultati su predstavljeni kao MFI-relativno u odnosu na preuzimanje u odsustvu inhibitora ± 
S.E.M. (n = 6). Rezultati su analizirani Studentovim t-testom i razlike srednjih vrednosti su 
smatrane statistički značajnim kada je p < 0.01, 0.001 i 0.0001 (**, *** i ****, redom). 
 
Tretman ćelija sa latrunkulinom B ili jasplakinolidom, jedinjenjima koja su 
poznata da interferiraju sa polimerizacijom i funkcijom aktina i time inhibiraju 
fagocitozu [184, 185], smanjio je preuzimanje obe forme BLG-a (Grafik 3.5.A i Slika 
3.3), što ukazuje da su aktin i fagocitoza ukljuĉeni u proces preuzimanja alergena. 
Amilorid, inhibitor makropinocitoze [186], takoĊe smanjuje preuzimanje obe BLG 
forme (Grafik 3.5.A i Slika 3.3). Na kraju je ispitivan efekat fenilarsinoksida, inhibitora 
internalizacije površinskih receptora [187], koji je rezultovao u snažnoj inhibiciji 
endocitoze nativnog BLG-a i gotovo potpuno inhibirao endocitozu glikovanog BLG-a 
(Grafik 3.5.A i Slika 3.3). Inhibitorne studije su pokazale da nativni i glikovani BLG 
bivaju internalizovani od strane dendritskih ćelija u procesima zavisnim od aktina, 
konstitutivnom makropinocitozom i endocitozom posredovanom receptorima. Izraženija 
inhibicija preuzimanja glikovanog BLG-a fenilarsin-oksidom ukazuje da je došlo do 





Slika 3.3. Studije mehanizma preuzimanja nativnog i glikovanog BLG-a u prisustvu A) inhibitora 
različitih mehanizama preuzimanja ili B) inhibitora specifičnih receptora praćene konfokalnom 
mikroskopijom. Dendritske ćelije su tokom 30 minuta bile tretirane odgovarajućim inhibitorima, a 
zatim inkubirane sa FITC-obeleţenim nativnim ili glikovanim BLG-om. 
 
Dendritske ćelije, u skladu sa svojom biološkom funkcijom, imaju na površini 
veliki broj specijalizovanih receptora, kao što su PRR i meĊu njima najpoznatiji TLRs, 
zatim lektini C-tipa (engl. C-type lectins - CTL), i SR. U literaturi je pokazano da je za 
neke alergene interakcija sa PRR kljuĉna za stimulaciju uroĊenog i adaptivnog 
imunskog odgovora [188]. U ovoj studiji su selektivno blokirani SR i RAGE da bi se 
ispitala njihova uloga u preuzimanju glikovanog alergena. Dekstran sulfat i poliinozin, 
inhibitori SR, znaĉajno su smanjili preuzimanje obe forme BLG-a (Grafik 3.5.B i Slika 
3.3.B). Tretman dendritskih ćelija sa FPS-ZM1, inhibitorom RAGE receptora, nije 
doveo do statistiĉki znaĉajnih efekata na preuzimanje alergena. Ovi rezultati ukazuju da 
se i nativni i glikovani BLG vezuju za SR i preko njih bivaju internalizovani. 
Mehanizam ulaska BLG-a u dendritske ćelije preko SR je verovatno jedan od nekoliko 
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ukljuĉenih u ukupan proces. Interesantno je da su ligandi SR polianjonski molekuli 
[189], a da je BLG kiseo protein sa pI vrednošću 5,1, što može objasniti njegovo 
vezivanje za ove receptore. Blokiranje lizil ostataka glukozom u Majarovoj reakciji, u 
sluĉaju glikovanog BLG-a, dodatno snižava pI vrednost i ĉini glikovani BLG još 
kiselijim, što najverovatnije vodi do povećanog afiniteta prema SR i time povećanog 
preuzimanja glikovane forme. Drugi faktor koji utiĉe na povećano preuzimanje 
glikovane forme mogu biti promene u strukturi i povećano agregiranje koje prati 
Majarovu reakciju. TakoĊe, snažnije prepoznavanje glikovanog BLG-a od strane SR 
može objasniti preusmeravanje preuzimanja glikovanog BLG-a ka endocitozi 
posredovanoj receptorima (Grafik 3.5.A). Ovi rezultati su u saglasnosti sa prethodno 
objavljenim studijama koje su pokazale da se kasni proizvodi glikovanja, posebno 
piralin, vezuju za SR klase A [76, 190]. 
5.3.6. Glikovani BLG je podloţniji endolizozomalnoj degradaciji unutar 
dendritskih ćelija 
Efikasnost degradovanja i procesovanja antigena unutar antigen-prezentujućih 
ćelija je od izuzetnog znaĉaja za njihovo prezentovanje T ćelijama. S toga je 
endolizozomalna proteoliza glikovanog BLG-a unutar dendritskih ćelija, uporeĊena sa 
endolizozomalnom proteolizom nativnog BLG-a. Dendritske ćelije su inkubirane sa 
nativnim ili glikovanim BLG-om vezanim za polistirenska zrnca kako bi došlo do 
njihove fagocitoze, a zatim je praćena degradacija alergena u vremenu, na osnovu 
vezivanja BLG-specifiĉnih antitela. Nakon prvih 30 minuta endolizozomalne 
degradacije glikovani BLG je bio znaĉajno slabije prepoznat antitelima, dok nakon 2 h, 
pa sve do 12 h nije bilo statistiĉki znaĉajnih razlika u prepoznavanju ove dve BLG 
forme (Grafik 3.6 A i B). 
Ovi rezultati ukazuju da je glikovanje ostvarilo efekte na kinetiku degradacije, 
ĉineći glikovani BLG podložnijim proteolizi, posebno u prvom vremenu nakon 
fagocitoze. Glikovanje BLG-a povećava sadržaj neureĊenih struktura (kako je pokazano 
CD spektroskopijom, Grafici 3.1.A i 3.1.B), što smanjuje njegovu stabilnost i ĉini 




Grafik 3.6. Kinetika endolizozomalne degradacije nativnog i glikovanog BLG-a. Dendritske ćelije 
su internalizovale nativni ili glikovani BLG vezan za polistirenska zrnca i zatim su inkubirane na 
37 °C kako bi se omogućila endolizozomalna degradacija. U određenim vremenskim tačkama ćelije 
su lizirane i zrnca koja su nosila nedegradovani BLG su bila bojena Alexa 488 BLG-specifičnim 
antitelima i zatim analizirana na protočnom citometru. A) Histogrami sa protočne citometrije 
jednog reprezentativnog eksperimenta. B) Procenat nedegradovanog nativnog ili glikovanog BLG-a 
tokom vremena je prikazan kao srednja vrednost ± SEM (n = 4). **** označava statističku 
značajnost sa vrednošću parametra p < 0.0001. 
 
5.3.7. Glikovani BLG izaziva slabije lučenje citokina od strane CD4
+
 T-ćelija 
Da bi se ispitao specifiĉni T-ćelijski odgovor na glikovani BLG, BLG-specifiĉne 
CD4
+
 T-ćelije su izolovane iz miša imunizovanog nativnim BLG-om i zasejane u 
mešovitu kulturu sa dendritskim ćelijama aktiviranim nativnim ili glikovanim BLG-om. 
Nakon 72 sata, dendritske ćelije stimulisane glikovanim BLG-om su dovele do niže 
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produkcije Th1-tipa citokina (INF-γ) i Th2 tipa citokina (IL-5 i IL-13) od strane T-
ćelija, u odnosu na dendritske ćelije stimulisane nativnim BLG-om (Grafik 3.7). 
Produkcija IL-10 se nije statistiĉki razlikovala u zavisnosti od stimulacije nativnim ili 
glikovanim BLG-om. 
 
Grafik 3.7. Stimulacija BLG-specifičnih CD4
+
 T-ćelija dendritskim ćelijama aktiviranih nativnim 
ili glikovanim BLG-om. CD4
+
 T-ćelije su izolovane iz C3H/HeOuJ miševa imunizovanih nativnim 
BLG-om i inkubirane u mešovitoj kulturi sa aktiviranim dendritskim ćelijama tokom 72 sata. Nivoi 
INF-γ , IL-5, IL-10 i IL-13 su određeni u ćelijskom medijumu komercijalno dostupnim ELISA 
esejima. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SD jednog reprezentativnog 
eksperimenta i analizirani Studentovim t-testom. Razlike su statistički značajne ukoliko je p < 0.01 
(**) ili p < 0.001 (***), dok ns označava izostanak statističke značajnosti. 
 
Uprkos znaĉajno povećanom preuzimanju glikovanog BLG-a od strane 
dendritskih ćelija, kroz endocitozu posredovanu SR, on je ipak pokazao niži nivo 
stimulacije T-ćelija. Ovo ukazuje da se manje peptida prezentuje u kompleksu sa MHC 
klasom II kada se dendritske ćelije stimulišu glikovanom formom. Ranije objavljene 
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studije su pokazale da glikovani ovalbumin, koji dendritske ćelije takoĊe preuzimaju 
endocitozom posredovanom SR klase A tipa I ili II, dovode do snažnije stimulacije 
CD4
+
 T-ćelija i povećanog luĉenja citokina [75]. Ovi rezultati su u suprotnosti sa našim 
rezultatima što može posledica razlike u soju i starosti miševa koji su bili izvor ćelija. 
TakoĊe, efekti glikovanja na T-ćelijski odgovor mogu biti zavisni i od samog alergena i 
saharida. Ovi rezultati takoĊe ukazuju na znaĉaj dogaĊaja koji slede nakon 
internalizacije antigena, odnosno procesovanje antigena i aktivacija nizvodnih signalnih 
puteva. Sliĉno ovim zapažanjima, Smole je sa saradnicima pokazao da nezrele 
dendritske ćelije internalizuju potentni alergen Bet v 1 i njegov strukturni homolog ali 
slab alergen, Api g 1, sa sliĉnom kinetikom i bez razlika u preuzimanju od strane 
dendritskih ćelija poreklom od zdravih ili alergiĉnih osoba [191]. 
Unutarćelijska degradacija antigena u antigen prezentujućim ćelijama znaĉajno 
odreĊuje sudbinu antigena [192]. Antigeni koji su visoko podložni endolizozomalnim 
proteazama poseduju slab kapacitet da aktiviraju T-ćelije [193]. Tako povećana 
endolizozomalna degradacija glikovanog BLG-a može doprineti njegovom smanjenom 
kapacitetu da stimuliše T-ćelije. 
5.3.8. Glikovanje BLG-a smanjuje aktivaciju bazofila 
Na kraju su ispitani efekti glikovanja BLG-a na efektorski alergijski odgovor. 
Kao model sistem humanih bazofila, korišćena je RS-ATL8 linija, humanizovana 
ćelijska linija leukemije bazofila pacova koja eksprimira humani FcεRI receptor i koja 
eksprimira luciferazu nakon aktivacije usled umrežavanja FcεRI. RS-ATL8 su 
senzitisane oligoklonskim anti-BLG himernim humanizovanim IgE antitelima, a zatim 
izazvane nativnim ili glikovanim BLG-om. Glikovani BLG je doveo do znaĉajno 
slabijeg umrežavanja FcεRI receptora i aktivacije bazofila u poreĊenju sa nativnim 
BLG-om pri svim testiranim koncentracijama alergena (Grafik 3.8). 
Kod BLG-a koji je glikovan u visokom stepenu, svi aminokiselinski ostaci koji 
sadrže slobodnu amino grupu mogu biti glikovani (16 lizina, 2 arginina i N-terminalna 
amino grupa leucina 1) [194, 195]. Sa druge strane, sva BLG-specifiĉna himerna IgE 
monoklonska antitela korišćena u ovom eksperimentu prepoznaju peptide sa najmanje 1 
- 2 mesta mogućeg vezivanja saharida (Tabela 3.1) [133]. S toga je velika verovatnoća 
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da visok stepen glikovanja BLG-a smanjuje vezivanje IgE antitela zbog promena u 
strukturi i naelektrisanju epitopa, što dovodi do smanjene aktivacije bazofila. Pored 
toga, ranija istraživanja su pokazala efekat maskiranja IgE epitopa BLG-a glikovanjem 
razliĉitim monosaharidima [67]. Ovaj efekat visokog stepena glikovanja na 
prepoznavanje alergena hrane IgE antitelima je dobro opisan u literaturi [71, 196]. 
 
Grafik 3.8. Ekspresija luciferaze indukovana umreţavanjem FcεRI nativnim ili glikovanim BLG-
om. RS-ATL8 ćelije su senzitivisane oligoklonskim BLG-specifičnim himernim humanizovanim IgE 
antitelima i zatim stimulisane sa 1, 10, 100 ili 1000 ng/ml nativnog ili glikovanog BLG-a. Prikazan 
je nivo ekspresije luciferaze nakon 1 sata stimulacije. Isprekidana linija pokazuje ekspresiju 
luciferaze nakon stimulacije sa 1 μg/ml anti-humanog IgE antitela. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± SD (n = 8) i analizirani su Studentovim t-testom. * označava statističku 
značajnost sa vrednošću parametra p < 0.05. 
  
Slabiji efektorski alergijski odgovor, meren kao sposobnost glikovanog BLG-a 
da dovede do umrežavanja FcεRI receptora, zajedno sa znaĉajno nižim 
transepitelijalnim transportom, meren kao transcitoza u Caco-2 model sistemu, ukazuju 
da glikovanje BLG-a smanjuje rizike od alergijskih reakcija, posebno u populaciji koja 







Tabela 3.1. Peptidi BLG-a koje prepoznaju himerna monoklonska BLG-specifična IgE antitela 
korišćena u eseju aktivacije bazofila[133]. Mesta mogućeg glikovanja su označena crvenom bojom.  
Monoklonsko 
antitelo 



































Efekti intenzivnog glikovanja BLG-a na interakcije sa kljuĉnim ćelijama 
imunskog sistema sumarno su prikazani na Slici 3.4. 
 
Slika 3.4. Visok stepen glikovanja BLG-a glukozom je doveo do smanjene epitelijalne transcitoze i 
smanjenog kapaciteta za aktivaciju bazofila. Takođe, preuzimanje glikovanog BLG-a od strane 
dendritskih ćelija je povećano, ali je njegova degradacija u endolizozomalnim kompartmentima 






U skladu sa postavljenim ciljevima mogu da se izvedu sledeći zakljuĉci:  
1) Kombinovana primena ultrazvuĉnog tretmana visokog intenziteta i uslova 
makromolekulskog nagomilavanja je efikasan metod za pospešivanje Majarove 
reakcije u model sistemu proteina kravlje surutke i arabinoze. Stepen glikovanja 
proteina surutke primenom ultrazvuĉnog tretmana je znaĉajno veći u uslovima 
makromolekulskog nagomilavanja u poreĊenju sa stepenom glikovanja koji je 
postignut samo primenom ultrazvuĉnog tretmana. Ultrazvuĉni tretman i visok 
stepen realizacije Majarove reakcije dovode do oksidativnih promena na 
proteinima koji su detektovani u vidu oksidacije sulfhidrilnih grupa, formiranja 
proteinskih karbonila i proteinskih hidroperoksida. Visok stepen glikovanja u 
Majarovoj reakciji je doprineo poboljšanju funkcionalnih osobina kao što su 
antioksidativni kapacitet, kao i temperaturna i pH stabilnost. Tako je 
sonifikacija, u uslovima makromolekulskog nagomilavanja, na niskim 
temperaturama i u kratkom vremenu ubrzala Majarovu reakciju na proteinima 
kravlje surutke i unapredila njihove tehnološko-funkcionalne osobine, bez 
narušavanja proteinskih struktura. 
2) Tretman sušenja raspršivanjem je ubrzao Majarovu reakciju u odnosu na tretman 
liofilizacije. TakoĊe, više ulazne temperature (230 °C – 250 °C) su znaĉajnije 
promovisale Majarovu reakciju u odnosu na niže temperature sušenja (190 °C – 
210 °C). Majarova reakcija je napredovala kroz rane i intermedijerne faze, dok 
su kasne faze ostale ispod limita detekcije. Iako su temperature sušenja veoma 
visoke, one nisu ostvarile negativan efekat na sekundarne strukture proteina 
kamiljeg mleka, jer se one ne razlikuju u odnosu na strukture proteina 
liofilizovanog mleka u prahu. MeĊutim, sušenje raspršivanjem je povećalo 
površinsku hidrofobnost proteina u odnosu na tretman liofilizacijom. Realizacija 
Majarove reakcije tokom sušenja raspršivanjem dovela je do unapreĊenih 
funkcionalnih osobina proteina kamiljeg mleka u prahu kao što su bolja 
rastvorljivost i veća antioksidativna moć.  
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3) Visok stepen glikovanja potentnog alergena hrane, BLG-a, u Majarovoj reakciji 
smanjuje njegov transepitelijalni transport, ali znaĉajno povećava preuzimanje 
od strane dendritskih ćelija. I nativnu i glikovanu formu BLG-a dendritske ćelije 
prepoznaju i preuzimaju endocitozom posredovanom receptorima ĉistaĉima. 
Modifikacije nastale usled Majarove reakcije uĉinile su glikovanu formu boljim 
ligandom za SR, i dovele do njenog povećanog preuzimanja od strane 
dendritskih ćelija. Promene ovih funkcionalnih karakteristika glikovanog BLG-a 
u odnosu na neglikovani su, izmeĊu ostalog, povezane sa snižavanjem pI 
vrednosti i formiranjem agregata. Glikovani BLG je podložniji 
endolizozomalnoj degradaciji i pokazao je slabiji potencijal da indukuje 
produkciju citokina u mešovitoj kulturi dendritskih ćelija i BLG-specifiĉnih 
CD4
+
 T-ćelija. Glikovanje BLG-a dovodi i do smanjenja potencijala za 
aktivaciju bazofila. Ovi rezultati pokazuju da glikovanje BLG-a utiĉe na njegove 
interakcije sa kljuĉnim ćelijama imunskog (alergijskog) odgovora i da je 
glikovani BLG slabije potentan u indukovanju T-ćelijskog odgovora u mišjem 
model sistemu gde je senzitizacija uraĊena nativnim BLG-om. 
U ovoj doktorskoj disertaciji su ispitani efekti modifikacije proteina hrane u 
Majarovoj reakciji na njihove strukturne karakteristike, tehnološko-funkcionale osobine 
i imunološke osobine. Promene u strukturi u mnogome zavise od uslova u kojima se 
realizuje Majarova reakcija. Sonifikacija u uslovima makromolekulskog nagomilavanja 
na niskim temperaturama, kao i tretman sušenja raspršivanjem od samo nekoliko 
sekundi nisu narušili strukturu proteina kravlje surutke i kamiljeg mleka. Sa druge 
strane, dugotrajno zagrevanje u rastvoru je doveo do znaĉajnih strukturnih promena i 
agregacije potentnog alergena hrane BLG-a. Poboljšanje tehnološko-funkcionalnih 
osobina proteina kravlje surutke ili kamiljeg mleka modifikacijama u Majarovoj reakciji 
je bilo znaĉajno i korelisalo je sa stepenom realizacije Majarove reakcije. U poreĊenju 
sa nemodifikovanim alergenom, intenzivno glikovani BLG je pokazao smanjen 
imunogeni potencijal u mišjem model sistemu gde je senzitizacija uraĊena nativnim 
BLG-om i izmenjene interakcije sa ćelijama imunskog sistema koje imaju kljuĉnu ulogu 
u alergijskim reakcijama. 
Prikazani rezultati ukazuju da modifikacije proteina hrane u Majarovoj reakciji 
imaju brojne posledice na strukturne i funkcionalne osobine proteina. Odgovarajući 
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izbor same metode ubrzavanja Majarove reakcije, kao i pažljiva optimizacija reakcionih 
uslova, koji direktno odreĊuju stepen Majarove reakcije, mogu omogućiti dobijanje 
proteina željenih tehnoloških i funkcionalnih osobina, kao i modifikovanih proteina sa 
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